In vitro Charakterisierung poröser biofunktionalisierter Eisenschäume als Knochenimplantate by Farack, Jana
                                                                                                                   
         
In vitro Charakterisierung                                     







zur Erlangung des akademischen Grades 
 







der Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften 






Diplom-Biologin Jana Farack 
geboren am 28.10.1980 in Radebeul 
 
 
Eingereicht am 5. November 2014 
 
Die Dissertation wurde in der Zeit von Oktober 2008 bis Oktober 2014  
in der Arbeitsgruppe Biomaterialentwicklung am  



















































Wissenschaftliche Betreuung: Prof. Dr.-Ing. habil. Dieter Scharnweber 
     Professur Biomaterialien 
     Fakultät Maschinenwesen 




Gutachter:     Prof. Dr. rer. nat. habil. Karl-Heinz van Pée 
     Professur Biochemie 
     Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften 
     Technische Universität Dresden 
 
Prof. Dr. rer. nat. Michael Gelinsky 
Zentrum für Translationale Knochen-, Gelenk- und 
Weichgewebeforschung 
Universitätsklinikum Carl Gustav Carus an der  
Technischen Universität Dresden 
 
 

























































„So eine Arbeit wird eigentlich nie fertig, man muss sie für fertig erklären,  
wenn man nach Zeit und Umständen, das mögliche getan hat.“ 
 
 
















































Danksagung                                                                                                                                             
Die vorliegende Arbeit wurde am Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien in der 
Arbeitsgruppe Biomaterialentwicklung des Instituts für Werkstoffwissenschaft der Technischen 
Universität Dresden angefertigt.  
 
Im Besonderen danke ich Herrn Prof. Dr. Dieter Scharnweber für die Aufnahme in seiner 
Forschungsgruppe und die Möglichkeit ein interdisziplinäres Thema bearbeiten zu können, 
welches mir neben den biochemischen und zellbiologischen Aspekten interessante Einblicke in 
die Elektrochemie gewährte.   
 
Weiterhin bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. Dieter Scharnweber und Frau Dr. Cornelia Wolf-
Brandstetter für die intensive Begleitung bei der Anfertigung der vorliegenden Arbeit und den 
vielen tiefgreifenden und anregenden Diskussionen, die mir eine wertvolle Unterstützung waren. 
 
Bei Herrn Prof. Dr. Karl-Heinz van Pée und Herrn Prof. Dr. Michael Gelinsky möchte ich mich 
für die wissenschafliche Unterstützung und die Übernahme der Gutachten ganz herzlich 
bedanken. 
 
Bei meinen Projektpartner von der InnoTERE GmbH und den Fraunhofer-Instituten IFAM und 
IKTS möchte ich mich für die sehr gute Zusammenarbeit bedanken. Im Besonderen für den 
ständigen Nachschub an Probenmaterial danke ich dem Team um Frau Gisela Standke (IKTS) 
sowie Herrn Dr. Ralf Hauser und Herrn Dr. Peter Quadbeck vom IFAM. Stefan Glorius 
(InnoTERE) danke ich nicht nur für die Beschichtung bzw. Füllung der Proben mit 
verschiedenen Calciumphosphatphasen, sondern auch für seine engagierte Unterstützung bei 
der Vorbereitung von Tagungsbeiträgen. 
 
Prof. Martin Bornhäuser und Frau Katrin Müller von der Medizinischen Klinik I 
(Universitätsklinikum „Carl Gustav Carus“ an der TU Dresden ) danke ich für die Bereitstellung 
von mesenchymalen Stammzellen für die in vitro Untersuchungen. 
 
Bei allen Mitarbeitern des Max-Bergmann-Zentrums bedanke ich mich für die freundliche 
Aufnahme und das angenehme Arbeitsklima. Heike, Rici, Alina, Aline, Iwona, Anna, Magda – 
mit Euch gab es immer viel Spaß im Labor. Während des Biomaterialpraktikums und des 
Praktikums für den Masterkurs konnten wir zusammen – Rici, Maria, Judith und Barbe – den 
Studenten unsere Forschungsarbeit näher bringen. 
 
 
                                                                                                                                    Danksagung                       
Bei Heike Zimmermann möchte ich mich noch ganz im Speziellen für die umfangreiche 
Unterstützung im Laboralltag und für die gewissenhafte Einarbeitung in die Zellkultur bedanken. 
 
Ohne Bürokratie geht es nicht und so möchte ich mich außerdem ganz herzlich bei Frau Marita 
Keil für ihre Unterstützung bei Bestellungen sowie der Beantragung und Abrechnung von 
Dienstreisen, etc. bedanken. 
 
Herrn Dr. Rene Beutner und Herrn Stephan Sadowski danke ich für die Unterstützung in allen 
EDV-Bereichen. 
 
Frau Silvia Mühle danke ich für Besputterung meiner REM-Proben sowie Sascha, Jörg und 
Armin für die Unterstützung am REM selbst. 
 
Bei Herrn Dr. Thomas Hanke möchte ich mich ganz herzlich für sein engagiertes Korrekturlesen 
und die vielen hilfreichen Hinweise und Kommentare bedanken. 
 
Ein herzlicher Dank an alle Verwandte und Freunde, die alle auf ihre Weise zum Gelingen der 
vorliegenden Arbeit beigetragen haben. 
 
Meiner Mutti danke ich besonders für alles, was sie bisher für mich getan hat und die liebevolle 
Unterstützung in allen Lebenslagen. 
 
Ein ganz besonders lieber Dank gilt meinem Freund Denny, der mich in schwierigen Situationen 
unterstützt hat und immer für mich da ist. 
Inhaltsverzeichnis                                                                                                                         I                    
1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG .................................................................................... 1 
 
2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN ........................................................................................ 5 
2.1 Metalle als Knochenersatzmaterialien ............................................................................... 5 
2.2 Biofunktionalisierung durch Calciumphosphatphasen ....................................................... 7 
2.3 Zellkultur – in vitro Charakterisierung von Biomaterialien ............................................... 10 
2.4 Zellen zur Untersuchung von Knochenersatzmaterialien ................................................ 11 
2.5 Eisenmetabolismus und Zytotoxizität .............................................................................. 14 
2.6 Enzyme der oxidativen Stressabwehr ............................................................................. 18 
 
3 MATERIAL UND METHODEN ............................................................................................ 21 
3.1 Geräte .............................................................................................................................. 21 
3.2 Trägermaterial ................................................................................................................. 22 
3.2.1 Bioaktivierung durch Calciumphosphatphasen (CPP) ................................................. 23 
3.2.2 Vorinkubation in Zellkulturmedium ............................................................................... 24 
3.3 Untersuchungen zum Korrosionsverhalten in vitro – ohne Zellen ................................... 24 
3.4 Zellen ............................................................................................................................... 25 
3.4.1 SaOs-2 ......................................................................................................................... 25 
3.4.2 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) ........................................................... 25 
3.5 Medien, Lösungen und Puffer für die Zellkultur ............................................................... 26 
3.6 Zellkulturtechniken ........................................................................................................... 27 
3.6.1 Auftauen der SaOs-2 Zellen und der hMSCs .............................................................. 27 
3.6.2 Mediumwechsel bei der Subkultivierung von SaOs-2 und hMSC ................................ 27 
3.6.3 Subkultivierung und Trypsinieren von SaOs-2 Zellen .................................................. 28 
3.6.4 Subkultivierung und Trypsinieren von hMSCs ............................................................. 28 
3.6.5 Kalibrierreihen für die LDH-Bestimmung ..................................................................... 29 
3.6.6 Zytotoxizitätsversuche mit Extrakten ........................................................................... 29 
3.6.7 Zytotoxizitätsversuche mit Zellkultureinsätzen (ZE) ..................................................... 31 
3.6.8 Zytotoxizitätsversuche mit aufgelegten Proben ........................................................... 31 
3.6.9 Besiedlung der Eisenschäume mit Zellen .................................................................... 32 
3.6.10 Statische und dynamische Kultivierung von SaOs-2 und hMSCs ............................... 33 
3.7 Analysemethoden – Biochemische und elektrochemische Charakterisierung ................ 34 
3.7.1 Bestimmung der Eisenionenkonzentration mittels Ferene ........................................... 35 
3.7.2 Bestimmung der Sauerstoffsättigung ........................................................................... 36 
3.7.3 Bestimmung des pH-Wertes ........................................................................................ 36 
3.7.4 Nachweis von H2O2 mittels Amplex Red ...................................................................... 36 
II  Inhaltsverzeichnis 
 
3.7.5 Calciumbestimmung ..................................................................................................... 36 
3.7.6 Phosphatbestimmung ................................................................................................... 37 
3.7.7 Impedanzmessungen ................................................................................................... 37 
3.8 Analysemethoden – Zellbiologische Charakterisierung ................................................... 38 
3.8.1 Zelllyse ......................................................................................................................... 38 
3.8.2 Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Aktivitätsmessung......................................................... 39 
3.8.3 Alkalische Phosphatase (ALP) ..................................................................................... 39 
3.8.4 Nachweis Katalaseaktivität mittels Amplex®Red Catalase Assay Kit ........................... 40 
3.8.5 Nachweis intrazellulärer ROS mittels DCDHF-DA........................................................ 40 
3.8.6 Nachweis von VEGF mittels ELISA .............................................................................. 41 
3.8.7 Probenpräparation für Rasterelektronenmikroskop (REM)........................................... 42 
3.8.8 Molekularbiologische Analyse ...................................................................................... 42 
 
4 ERGEBNISSE ..................................................................................................................... 49 
4.1 Biochemische und elektrochemische Charakterisierung – ohne Zellen ........................... 49 
4.1.1 Eisenfreisetzung ........................................................................................................... 49 
4.1.2 Sauerstoffsättigung ....................................................................................................... 61 
4.1.3 Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ...................................................................... 63 
4.1.4 Veränderung des pH-Wertes ........................................................................................ 67 
4.1.5 Veränderung des Ca2+ - und Phosphatgehaltes ........................................................... 69 
4.1.6 Impedanzmessungen ................................................................................................... 73 
4.1.7 Einfluss von Proteinen auf das Korrosionsverhalten .................................................... 82 
4.1.8 Einfluss von Ascorbinsäure auf das Korrosionsverhalten............................................. 94 
4.1.9 Einfluss der Kultivierungsmethode auf das Korrosionsverhalten ................................. 95 
4.1.10 Einfluss von Zellen auf das Korrosionsverhalten .......................................................... 97 
4.2 Zellbiologische Charakterisierung .................................................................................. 100 
4.2.1 Zytotoxizität ................................................................................................................ 100 
4.2.2 Adhäsion und Proliferation ......................................................................................... 123 
4.2.3 Bioaktivierung und osteogene Differenzierung ........................................................... 142 
4.2.4 Oxidativer Stress und Eisenmetabolismus ................................................................. 171 
 
5 DISKUSSION ..................................................................................................................... 189 
5.1 Biochemische und elektrochemische Charakterisierung – ohne Zellen ......................... 189 
5.1.1 Eisenfreisetzung, Sauerstoffsättigung und weitere Parameter ................................... 190 
5.1.2 Einfluss der CPP-Beschichtung bzw. -Füllung auf die Korrosion ............................... 200 
5.1.3 Einfluss des Inkubationsmediums auf das Korrosionsverhalten ................................ 205 
Inhaltsverzeichnis                                                                                                                         III                  
5.1.4 Einfluss der Inkubationsmethode auf das Korrosionsverhalten ................................. 212 
5.2 Zellbiologische Charakterisierung – mit Zellen .............................................................. 213 
5.2.1 Proliferation, Differenzierung, Mineralisierung im indirekten Zell-Material-Kontakt.... 213 
5.2.2 Adhäsion, Proliferation und Differenzierung im direkten Zell-Material-Kontakt .......... 224 
5.2.3 Einfluss der Korrosion auf Eisenstoffwechsel und Oxidativen Stress ........................ 243 
 
6 ZUSAMMENFASSUNG .................................................................................................... 251 
 
7 AUSBLICK ........................................................................................................................ 259 
 
8 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ......................................................................................... 263 
 
9 LITERATURVERZEICHNIS .............................................................................................. 265 
 
10 EIGENE PUBLIKATIONEN UND MITAUTORENSCHAFTEN .......................................... 295 
10.1 Zeitschriftenbeiträge ...................................................................................................... 295 
10.2 Tagungsbeiträge - Vorträge ........................................................................................... 296 
10.3 Konferenzbeiträge - Poster ............................................................................................ 296 

Einleitung und Zielstellung  1 
1 Einleitung und Zielstellung 
 
Klassische metallische Knochenersatzmaterialien wie Titanlegierungen, Edelstahl und Kobalt-
Chrom-Legierungen weisen eine hohe Beständigkeit auf und werden aufgrund ihrer 
mechanischen Eigenschaften vor allem für die Rekonstruktion überkritischer und belasteter 
Knochendefekte in der Orthopädie und Unfallchirurgie eingesetzt. Ziel ist es dabei, den Defekt 
über längere Zeiträume zu stabilisieren,  bis  neugebildeter  Knochen  die  tragende  Funktion  
wieder  übernehmen  kann. Die dabei eingesetzten metallischen Vollmaterialien bieten zwar 
den Vorteil, dass sie mechanisch hoch belastbar sind, jedoch weisen sie nur eine 
unzureichende biologische Integration in das umliegende Gewebe auf. Darüber hinaus 
übertreffen diese Metalle die mechanische Belastbarkeit des umliegenden Knochens um ein 
Vielfaches, sodass es zur Abschirmung – stress shielding – des Knochendefekts kommt. Durch 
den fehlenden mechanischen Reiz kommt es zu unerwünschtem Knochenabbau und zur 
Lockerung des Implantats. 
Im Vergleich zu traditionellen soliden Metallimplantaten bieten poröse Metalle und 
Beschichtungen neue Möglichkeiten als Knochenersatzmaterial [Levine und Fabi 2010]. 
Metallschäume weisen durch ihre offene Porosität eine dem spongiösen Knochen ähnliche 
Struktur auf (strukturelle Biokompatibilität), die es den Knochenzellen ermöglicht in das 
Implantat einzuwachsen und so dieses besser im Gewebe zu verankern [Ryan et al. 2006].  
Trotz ihrer Beständigkeit verbleiben Metallimplantate meist nicht ein Leben lang im Körper, 
sondern müssen in einer weiteren Operation entfernt bzw. ersetzt werden. Vor allem bei 
Kindern und Jugendlichen in der Entwicklung, bei denen das Knochenwachstum noch nicht 
abgeschlossen ist, sind nicht abbaubare Implantate nur für eine vorübergehende Stabilisierung 
des Defekts geeignet bis körpereigenes Gewebe die Funktionen wieder übernehmen kann. 
Aufgrund dessen rücken biodegradierbare Metalle wie Magnesium und Eisen immer weiter in 
den Fokus der Forschung [Zheng et al. 2014]. 
Magnesium ist ein osteokonduktives Material und stimuliert die Knochenneubildung [Witte 2006, 
Song 2007, Seal et al. 2009]. Nachteil ist jedoch die geringe Korrosionsbeständigkeit, sodass 
Magnesium in der Regel in vivo schneller abgebaut wird, als neuer Knochen gebildet werden 
kann [Staiger et al. 2006]. Im Gegenteil zu Magnesium ist die Korrosion von elementarem Eisen 
in vivo langsam und zeigt keine lokale oder systemische Zytotoxizität wie Peuster et al. [2006] 
bei der Implantation von Stents aus reinem Eisen in Schweine-Aorten feststellten.  
Während die meisten Forschungsarbeiten Eisen als degradierbares Implantatmaterial mit dem 
Ziel der kardiovaskulären Anwendung untersuchen, beschäftigte sich die vorliegende Arbeit mit 
Eisenschäumen, die u.a. zur Heilung überkritisch großer und belasteter Knochendefekte 
eingesetzt werden sollen. 
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Die Eisenschäume sollten mittels physikalisch-chemischer, biochemischer und zellbiologischer 
Methoden im Hinblick auf Degradierbarkeit und Biokompatibilität in vitro untersucht und  
charakterisiert werden.  
Das Korrosionsverhalten wurde dabei in Abhängigkeit von der Art des Inkubationsmediums, der 
Häufigkeit des Mediumaustausches und der Inkubationsmethode (statisch/dynamisch) 
untersucht. Neben der Bestimmung der Eisenfreisetzung stellten in erster Linie die 
Sauerstoffsättigung, der pH-Wert und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wichtige 
Untersuchungsparameter dar. Darüber hinaus sollten die Korrosionsprozesse mittels 
Impedanzspektroskopie elektrochemisch analysiert werden. Der Einfluss von Zellen sowie 
Proteinen und anderen Medienzusätzen auf das Korrosionsverhalten wurde sowohl quantitativ 
(Eisenfreisetzung und Sauerstoffsättigung) als auch qualitativ durch rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen der Oberfläche untersucht. Die Untersuchungen zum 
Korrosionsverhalten sollten klären, wie schnell die Eisenschäume in vitro degradierbar sind und 
ob die Korrosionsraten für die Anwendung als Knochenersatzmaterial ausreichen. 
Um die Osteointegration zu erhöhen, wurden die Schäume zum Teil zusätzlich mit 
verschiedenen Calciumphosphatphasen (CPP) modifiziert. Ziel war es, den 
Knochenstoffwechsel nach erfolgter Implantation in vivo zu stimulieren. Hier stellte sich die 
Frage, welchen Einfluss die Beschichtung mit Brushit oder Hydroxylapatit bzw. eine vollständige 
Füllung der Metallschaumporen mit Calciumphosphat-Zement auf die Degradierbarkeit sowie 
die Calciumbindungs- bzw. -freisetzungskapazität der Eisenschäume hat. 
Wesentliche Ziele der vorliegenden Arbeit waren neben der Charakterisierung des 
Korrosionsverhaltens der verschiedenen (CPP-bioaktivierten) Eisenschäume, vor allem die 
Analyse der Reaktionen knochentypischer Zellen auf Beschichtungen sowie 
Korrosionsprodukte der metallischen Grundstruktur. Für die zellbiologischen Untersuchungen 
dienten die Osteoblastenzelllinie SaOs-2 sowie mesenchymale Stammzellen, die aus dem 
Knochenmark des Beckenkamms dreier gesunder Spender gewonnen wurden. 
Während in Zytotoxizitätstests vor allem die Einflüsse von löslichen Parametern wie 
Eisenfreisetzung bzw. Eisenionenkonzentration oder z.T. auch Sauerstoffsättigung und H2O2-
Konzentration untersucht werden sollten, dienten Besiedlungsversuche mit direktem Zell-
Material-Kontakt zur Ermittlung der Adhäsionseffizienz als wesentliches Kriterium bei der 
zellbiologischen Charakterisierung der CPP-Beschichtungen bzw. Zement-Füllungen in 
Abhängigkeit des Korrosionsverhaltens der verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume.  
Für Untersuchungen unter in vivo nahen Bedingungen wurden neben der klassischen, 
statischen Kultivierung in Zellkulturplatten Perfusionskammern der Firma minucells verwendet, 
die einen kontinuierlichen Medienfluss erlauben. Der Einfluss des Materials und der 
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Inkubationsmethode auf Proliferation und osteogene Differenzierung der Zellen wurde sowohl 
auf Proteinebene als auch über die Genexpression relevanter Markergene untersucht. 
Darüber hinaus wurde der Einfluss der Korrosion – im speziellen die Eisenfreisetzung, 
Sauerstoffsättigung und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies – auf den Eisenstoffwechsel 
und den oxidativen Stress von humanen mesenchymalen Stammzellen ebenfalls mittels 
quantitivativer Realtime PCR analysiert. Als Marker des Eisenstoffwechsels dienten dabei das 
Eisenspeicherprotein Ferritin, das Transportprotein Transferrin und die Rezeptoren 
Transferrinrezeptor 2 sowie Transferrinrezeptor CD71. Für die Untersuchungen zum oxidativen 
Stress, standen die Enzyme der primären Stressabwehr Superoxiddismutase, Katalase und 
Glutathionperoxidase im Vordergrund der Analysen. 
Abschließend wurden die verschiedenen (CPP-bioaktivierten) Eisenschäume im Hinblick auf 
ihre Eignung als biokorrodierbares Knochenersatzmaterial miteinander verglichen und bewertet. 
Im Fokus standen dabei die Degradierbarkeit sowie die durch die CPP-Beschichtung bedingte 
Bioaktivität und deren Einfluss auf das Zellverhalten. 
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2 Theoretische Grundlagen 
 
2.1 Metalle als Knochenersatzmaterialien 
Zu den ersten metallischen Materialien, die erfolgreich Anfang des 20. Jahrhunderts in der 
klinischen Orthopädie Anwendung fanden, zählen rostfreier Stahl (316L: Eisen legiert mit                   
17-20 % Cr, 12-14 % Ni und 2-3 % Mo) und Cobalt-Chrom-Legierungen wie CoCrMo, CoCrWNi 
und CoNiCrMo [Mears 1977, Helsen et Breme 1998, Jandt 2007, Navarro et al. 2008]. Aufgrund 
ihrer hohen Festigkeit sind diese Werkstoffe besonders im lasttragenden Bereich interessante 
Implantatmaterialien. Durch die Ausbildung einer stabilen Oxidschicht basierend auf Cr2O3 
(Passivierung) zeigen sie eine hohe Korrosionsbeständigkeit [Navarro et al. 2008]. Bei 
Beschädigung dieser Passivschicht können in verstärktem Ausmaß Korrosionsprodukte oder 
Partikel in das umgebende Gewebe freigesetzt werden, die zytotoxisch wirken [Okazaki et al. 
1997] oder die Zellfunktion der Knochenzellen negativ beeinflussen [Choi et al. 2005].  
Ein weiteres Problem besteht darin, dass rostfreie Stähle und Co-Cr-Legierungen mit 205 bis 
230 GPa einen im Vergleich zum Knochen 10-fach höheren Elastizitätsmodul aufweisen. Diese 
mechanische Inkompatibilität zwischen Implantat und Knochengewebe führt gemäß Wolffs 
Gesetz zu unerwünschtem Knochenabbau und damit zur Lockerung des Implantats [Ruff et al. 
2006]. Dieser als stress shielding bekannte Effekt kann durch die Verwendung von Titan und 
Titanlegierungen wie Ti6Al14V als Knochenersatzmaterial vermindert werden. Hier liegt der 
Elastizitätsmodul mit 55 bis 110 GPa deutlich niedriger als bei Edelstahl, jedoch immer noch um 
den Faktor 5 höher als beim natürlichen Knochen, sodass Implantatverlust durch Lockerung 
auch hier nicht ausgeschlossen werden kann.  
Zur Verbesserung der Osteointegration stellen poröse Metalle und Beschichtungen neue 
Alternativen zu den traditionellen soliden Metallimplantaten dar [Levin und Fabi 2010]. 
Metallschäume sind durch ihre offene Porenstruktur dem spongiösen Knochen ähnlich, sodass 
Knochenzellen besser in das Implantat einwachsen können und so dieses besser im Gewebe 
verankert wird [Bobyn et al. 1999]. In Tab. 2-1 sind die Vor- und Nachteile von kompakten, nicht 
porösen Implantaten im Gegensatz zu Metallschäumen sowohl nicht-degradierbar (Titan) als 
auch degradierbar (Eisen) zusammengefasst. 
Die meisten nicht-abbaubaren Metallimplantate sind trotz ihrer Beständigkeit nur für eine 
vorübergehende Stabilisierung eines Knochendefekts geeignet und müssen in der Regel in 
einer weiteren Operation entfernt werden. Während Korrosionsbeständigkeit dabei bisher ein 
wichtiges Kriterium bei der Entwicklung von metallischen Implantaten darstellte, erlangen 
korrodierbare Metalle wie zumeist Magnesium aber auch Eisen mehr und mehr an Bedeutung in 
der gegenwärtigen Forschung [Witte 2010, Marovej und Mantovani 2011, Zheng et al. 2014].  
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Einfluss auf Zellen? 
Tab. 2-1 Vor- und Nachteile von soliden Metallimplantaten im Vergleich zu Metallschäumen 
Im Gegensatz zu den derzeit eingesetzten nicht-degradierbaren Implantat-Materialien stellt 
Magnesium vor allem wegen seiner biologischen Abbaubarkeit und seiner guten mechanischen 
Eigenschaften, wie hohe Zugfestigkeit und Elastizitätsmodul, ein vielversprechendes 
Knochenersatzmaterial dar [Wen et al. 2004, Virtanen und Fabry 2014]. Magnesium ist ein 
osteokonduktives Material und stimuliert die Knochenneubildung [Zreiqat et al. 2002, Witte 
2008].  Bereits in der 1930-iger Jahren wurde Magnesium als Knochenimplantat vorgeschlagen 
[McBride et al. 1938]. Durch geringe Korrosionsbeständigkeit wird Magnesium in vivo allerdings 
schneller abgebaut, als neuer Knochen gebildet wird [Staiger et al. 2006]. Einher geht diese 
Korrosion (Gl. 2-1 und Gl. 2-2) mit der Bildung von H2 [McCord 1942, Witte et al. 2005] sowie 
einer pH-Wert Erhöhung, die sich negativ auf das Zellverhalten auswirken kann. 
Oxidation: Mg → Mg2+ + 2e-    Gl.  2-1 
Reduktion: 2H2O + 2e− → H2(g) + 2OH−  Gl.  2-2 
Im Gegensatz zu Magnesium bietet Eisen bessere mechanische Eigenschaften [Hermanwan et 
al. 2010]. Es korrodiert in vivo langsam und zeigt keine lokale oder systemische Zytotoxizität 
[Peuster et al. 2001 und 2006]. Auch Mueller et al. [2006] diskutieren, dass von Eisen und 
seinen Korrosionsprodukten keine zytotoxischen Effekte ausgehen. Es darf jedoch nicht 
vernachlässigt werden, dass hohe Eisenkonzentrationen ein hohes Risiko für Zellen und 
Gewebe darstellen [Hentze et al. 2004; Papanikolaou und Pantopoulos 2005]. Der Hauptgrund 
liegt in der Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies [Halliwell et al. 1990]. 
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2.2 Biofunktionalisierung durch Calciumphosphatphasen 
Um die Osteointegration metallischer Knochenersatzmaterialien zu erhöhen, werden 
Oberflächenmodifikationen entwickelt und getestet, die zum Beispiel die Rauhigkeit und 
Benetzbarkeit erhöhen sollen [Martin et al. 1995, Silva et al. 2009]. Vor allem aber die 
Beschichtung mit verschiedenen Calciumphosphatphasen (CPP), die in Form von 
Hydroxylapatit Bestandteil der anorganischen Knochenmatrix sind, erlangen zunehmend an 
Bedeutung. Die in der vorliegenden Arbeit zu untersuchenden CPP sollen im Folgenden kurz 
vorgestellt werden. 
Calciumhydrogenphosphat, ein Salz der ortho-Phosphorsäure, kommt in der Natur zum einen 
wasserfrei als Monetit und zum anderen als Dihydrat (CaHPO4·2H2O) vor. Letzteres, auch als 
Brushit bekannt, kommt in geringen Mengen im mineralisierten Knochengewebe sowie im 
Zahnstein vor [Roufosse et al. 1979, Glimcher et al. 1981, Molokhia und Nixon 1984]. In vivo 
zeigt Brushit die geringste Stabilität aller biologisch vorkommenden Calciumphosphate und ist 
als einziges im Blutserum löslich. Die schnelle Resorbierbarkeit von Brushit im Gegensatz zu 
Apatit-Calciumphosphaten konnten Apelt et al. [2004] im Schaf nachweisen. Es ist außerdem 
bekannt, dass sich Brushit unter physiologischen Bedingungen in das thermodynamisch 
stabilere Hydroxylapatit umwandelt [Xie et al. 2001]. 
Im Gegensatz zu Brushit stellt Hydroxylapatit (HA) in vivo die stabilste Phase dar [Jarcho et al. 
1976]. Es handelt sich dabei um ein Calciumphosphat mit der Formel Ca10(PO4)6(OH)2. Es ist 
nur in stark saurem Millieu löslich. Im Organismus übernimmt Hydroxylapatit in Form von 
Knochenapatit (Carbonatapatit) als Hauptbestandteil mit 60 % der anorganischen Substanz in 
Knochen und Zähnen wichtige Stützfunktionen [Field et al. 1974, Legros et al. 1978, Weiner 
und Wagner 1998]. Hydroxylapatit ist in seiner Kristallstruktur dem im Knochen vorkommenden 
Carbonatapatit ähnlich und liegt mit einem Ca/P-Verhältnis von 1,66 im Bereich des 
Knochenapatits, dessen Ca/P-Verhältnis aufgrund der Streuung von Calcium-, Phosphat- und 
Hydroxylgehalt zwischen 1,38 und 1,87 variiert [Hing 2004]. Durch weitere anorganische 
Bestandteile wie Carbonate und Citrate sowie Spuren von Fremdionen wie beispielsweise 
Natrium, Magnesium, Strontium, Zink, Eisen, oder Fluor wird die Löslichkeit, die Voraussetzung 
für die Resorbierbarkeit ist, erhöht [Hing 2004, Murugan und Ramakrishna 2005, Pietak et al. 
2007, Blindow et al. 2009]. 
Neben Beschichtungen mit Brushit oder Hydroxylapatit, die vor allem für eine bessere 
Osteointegration sorgen sollen, werden im lasttragenden Bereich dagegen Calciumphosphat-
Zement-Füllungen eingesetzt. Die Entwicklung von mineralischen Knochenzementen begann 
1983, als Brown und Chow als Erste einen Calciumphosphat-Knochenzement entwickelten 
[Brown und Chow 1983]. Im Vergleich zu porösen Calciumphosphat-Keramiken, die aufgrund 











Ca(H2PO4)2 · H2O  ~18 
0,5 Calciumdihydrogenphosphat-Anhydrat  (MCPA) Ca(H2PO4)2  
~17 
1,0 Calciumhydrogenphosphat-Dihydrat  (DCPD - Brushit) CaHPO4 · 2 H2O  
~0,088 
1,0 Calciumhydrogenphosphat-Anhydrat  (DCPA - Monetit) CaHPO4  
~0,048 
1,33 Octacalciumphosphat (OCP) Ca8(HPO4)2(PO4)4 · 5 H2O  ~0,0081 
1,5 α-Tricalciumphosphat (α-TCP) α-Ca3(PO4)2  ~0,0025 
1,5 β-Tricalciumphosphat (β-TCP) β-Ca3(PO4)2  ~0,0005 
1,2 - 2,2 Amorphes Calciumphosphat (ACP) Cax(PO4)y · n H2O  
 
1,5 - 1,67 Calcium-defizitärer Hydroxylapatit  (CDHA) 
Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x  
(0 < x < 1)  
~0,0094 
1,67 Hydroxylapatit (HA) Ca10(PO4)6(OH)2  ~0,0003 
1,67 Fluorapatit (FA) Ca10(PO4)6F2 ~0,0002 
2,0 Tetracalciumphosphat (TTCP) Ca4(PO4)2O  ~0,0007 
Tab. 2-2 Übersicht der Calciumphosphate [Dorozhkin 2010] 
ihrer Herstellung durch Hochtemperatursinterung größere Partikel zeigen, weisen die über 
Lösungs- und Fällungsreaktionen bei Raum- oder Körpertemperatur aushärtenden 
Calciumphosphat-Zemente mit ihren kleineren, miteinander verfilzten Partikel [Rösch et al. 
2006] einige Vorteile auf. Sie können sich aufgrund ihrer pastösen Form perfekt an die 
Implantatumgebung anpassen, sodass eine Auffüllung von unregelmäßigen Defekten möglich 
wird. Des Weiteren ist eine aktive Resorption durch Osteoklasten möglich, sodass neuer 
Knochen durch Osteoblasten gebildet werden kann. Die Einteilung der Knochenzemente erfolgt 
entsprechend ihrer Endprodukte in 2 Gruppen – Apatit-Zemente und Brushit-Zemente [Bohner 
2000]. Amorphes Calciumphosphat als ein weiteres mögliches Endprodukt dagegen wandelt 
sich zu schnell in Hydroxylapatit um [Driessens et al. 1996], sodass es mit zur Gruppe der 
Apatit-Zemente gezählt wird. Trotz einiger interessanter Aspekte der Brushit-Zemente, liegen 
die Schwerpunkte in der Forschung bei den Apatit-basierten Knochenzementen. Alpha-
Tricalciumphosphat (α-TCP), das in wässriger Lösung sofort zu prezipitiertem Hydroxylapatit 
(auch als Calcium-defizitärer Hydroxylapatit bezeichnet) umgewandelt wird, stellt eine 
Möglichkeit für die Herstellung von Apatit-Zementen dar. Im Gegensatz zu ß-TCP ist α-TCP 
aufgrund seiner monoklinen Kristallstruktur besser löslich (Tab. 2-2).   
Da Knochen mechanisch belastet wird, sind bei der Entwicklung von Knochenersatzmaterialien 
für den lasttragenden Bereich vor allem die mechanischen Eigenschaften wie Druck- und 
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Zugfestigkeit sowie Elastizitätsmodul von besonderem Interesse. Wie in Abb. 2-1 zu erkennen 
ist, kann durch eine vollständige Beladung von zellularen Metallschaumstrukturen wie 
Eisenschäumen mit Calciumphosphat-Zementen (CPC) die Druckfestigkeit wesentlich erhöht 
werden. Durch die Kombination des elastischen Eisenschaums mit einem druckfesten, spröden 
Calciumphosphat-Zement entsteht ein hochfestes Verbundmaterial, dessen Druckfestigkeit 
höher als die Summe der Einzelkomponenten ist. Mit ca. 40 MPa für Eisenschäume gefüllt  mit 
Ein-Pastenzement (Fe+1P CPC) bzw. 90 MPa für Eisenschäume gefüllt mit magnesiumhaltigen 
Calciumphosphat-Zement (Fe+MgCPC) liegen die Werte in einem Bereich zwischen 
spongiösem (0,6 MPa bis 10 MPa [Hing 2004; Murugan und Ramakrishna 2005]) und 
kortikalem Knochen (100 MPa bis 225 MPa [Yaszemski et al. 1996; Murugan und Ramakrishna 
2005]). 
Darüber hinaus konnte die InnoTERE GmbH durch Entwicklung des magnesiumhaltigen 
Calciumphosphat-Zements (MgCPC) die mechanische Festigkeit der beladenen Metallschäume 
weiter steigern (Abb. 2-1). Neben den sehr hohen Druckfestigkeiten ist die Abbindereaktion des 
MgCPC im Vergleich zum Calciumphosphat-Zement verschieden. Die maximale Druckfestigkeit 
wird hier bereits nach 24 – 48 h erreicht (CPC: 100 h).  Im Vergleich zum CPC sinkt diese hohe 
Druckfestigkeit bei Lagerung in wässrigen Lösungen über einen längeren Inkubationszeitraum 
jedoch ab (Abb. 2-1), weshalb der magnesiumhaltige Calciumphosphat-Zement insbesondere 




Abb. 2-1 Druckfestigkeiten gemessen von InnoTERE - Instron 5566, 10 kN Maximalkraft, Instron Deutschland
GmbH, Pfungstadt; Vorschubgeschwindigkeit: 1 mm/min; (a) Eisenschäume (Fe), Calciumphosphat-Zemente (CPC;
1P CPC; MgCPC) und Fe gefüllt (Fe+CPC; Fe+ 1P CPC) - ohne Lagerung; (b) Calciumphosphat-Zemente nach
Lagerung in Zellkulturmedium mit Serum bei 37 °C. 
Neben dem konventionellen Pulver-Flüssigkeits-System entwickelt der Projektpartner 
InnoTERE GmbH neuartige Zementkomposite. Diese in pastöser Form als Ein-Pastenzement 
(1P CPC) und Zwei-Pastenzement (2P CPC) vorliegende Zemente sind über mehrer Wochen 
lagerstabil und zeigen gute Verarbeitungseigenschaften. Der wasserfreie Ein-Pastenzement 
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besteht aus einer organomineralischen Calciumphosphatmischung, die mithilfe einfacher 
handelsüblicher Spritzen mit oder ohne Kanüle appliziert werden kann. Erst unter Einwirkung 
wässriger Umgebungen wie Wasser oder Blut bindet der 1P CPC ab und härtet aus. Wie in 
Abb. 2-1 dargestellt, werden dabei Druckfestigkeiten von 20 MPa erreicht.  
2.3 Zellkultur – in vitro Charakterisierung von Biomaterialien 
Bei der biologischen Testung und Charakterisierung von Biomaterialien stellen Zellkultur-
experimente einen wesentlichen Bestandteil dar. Die zu untersuchenden Materialien werden 
in vitro unter definierten Bedingungen auf Zytotoxizität und Biokompatibilität getestet. Die 
Bestimmung des Einflusses von Materialien auf das Zellverhalten wie Proliferation und 
Differenzierung erfolgt dabei zum einen indirekt mittels Medium, das zuvor Kontakt zu den zu 
untersuchenden Materialien hatte und zum anderen direkt auf der Probe. Eine Übersicht von 
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Tab. 2-3 Überblick Zellkulturmethoden zur biologischen Testung von Biomaterialien in vitro 
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Die klassische Zellkultur erfolgt in Multiwellschalen. Zellen und Gewebe werden dabei über den 
Inkubationszeitraum im Kulturmedium statisch kultiviert. Da kein kontinuierlicher Flüssigkeits- 
und Nährstoffaustausch stattfindet, muss das verbrauchte Zellkulturmedium alle 3-4 Tage durch 
frisches Medium ersetzt werden. 
Bei der Perfusionskultur, ein Kultursystem unter dynamischen Bedingungen, werden Zellen und  
Gewebe mit Kulturmedium permanent durchströmt. Es werden natürliche physiologische und 
metabolische Umgebungsbedingungen simuliert und damit in vivo nahe Bedingungen, wie sie 
im Organismus vorherrschen, geschaffen. Im Gegensatz zur statischen Kultur findet in der 
Perfusionskultur ein kontinuierlicher Flüssigkeits- und Nährstoffaustausch statt. Dieser 
Austausch ist zum einen wichtig, um die Zellen zu ernähren und mit Sauerstoff zu versorgen, 
Zum anderen werden Stoffwechselprodukte, die bei Akkumulation toxisch wirken können, 
abtransportiert. Konzentrationsverhältnisse der Nährstoffe, Wachstumsfaktoren, Antibiotika, etc. 
sowie der Sauerstoffpartialdruck bleiben konstant. Durch den ständigen Fluss an Medium 
bleiben die Zellen differenziert und verlieren nicht ihre spezifischen morphologischen und 
physiologischen Merkmale durch Dedifferenzierung. 
2.4 Zellen zur Untersuchung von Knochenersatzmaterialien 
Knochen ist - wie jedes andere lebende Gewebe - ein komplexes System. Es besteht 
vorwiegend aus den 3 Zelltypen: Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten, die an der 
Umgestaltung der mineralisierten extrazellulären Knochenmatrix beteiligt sind. Diese 
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Morphologie und Funktion. Während die Osteoblasten als 
knochenbildende Zellen die extrazelluläre Matrix hauptsächlich durch Kollagen und 
Calciumphosphat aufbauen, sind ihre Gegenspieler, die multinukleären Osteoklasten für die 
Resorption des mineralisierten Kollagens verantwortlich. Darüber hinaus induzieren sie 
Osteoblasten zur Neubildung extrazellulärer Matrix. Osteozyten entstehen während der 
Mineralisation durch Differenzierung aus Osteoblasten und bilden ein Netzwerk, das u.a. als 
Sensor für mechanische Belastung im Knochen dient.  
Als knochenaufbauende Zellen sind vor allem Osteoblasten für die Charakterisierung von 
Knochenersatzmaterialien in vitro von besonderem Interesse. Aufgrund ihrer begrenzten 
Verfügbarkeit und der zusätzlichen Defekte am Entnahmeort sind durch Biopsien gewonnene 
primäre humane Osteoblasten nur wenig geeignet. Häufigere Anwendung für standardmäßige 
Untersuchungen finden deshalb SaOs-2 Zellen (eine osteoblastenähnliche Zelllinie) oder 
mesenchymale Stammzellen, die u.a. zu Osteoblasten differenzieren können. 
SaOs-2 sind Osteosarkomazellen, die 1973 aus einem 11-jährigen Mädchen mit Knochenkrebs 
isoliert wurden und über die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
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als Zelllinie erhältlich sind. Bei den SaOs-2 Zellen handelt es sich um vordifferenzierte 
Osteoblasten ähnliche Zellen [Rodan et al. 1987] mit einer erhöhten Enzymaktivität an 
Alkalischer Phosphatase (ALP), einem Marker für osteogene Differenzierung, weshalb sie für 
Differenzierungsversuche weniger geeignet sind. Einsatz finden SaOs-2 Zellen in erster Linie 
für Adhäsions- und Proliferationstests. SaOs-2 Zellen sind relativ anspruchslos, zeigen keine 
Passagierveränderung und  weisen sich durch ihre schnelle Zellanzucht aus. Weitere generelle 
Vorteile einer Zelllinie sind neben deren Reinheit, uneingeschränkten Verfügbarkeit und leichten 
Handhabung vor allem die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Da die Zellen einer 
permanenten Zelllinie genetisch verändert sind, können sie jedoch lediglich als Modell für 
Osteoblasten dienen. 
Stammzellen dagegen sind unspezialisierte Vorläuferzellen, die die Fähigkeit zur 
Selbstreplikation und Differenzierung in verschiedene Gewebe besitzen [Pittenger et al. 1999]. 
Ihrer Herkunft nach unterscheidet man die aus frühembryonalen Stadien des menschlichen 
Keimes gewonnnen embryonalen Stammzellen von den adulten Stammzellen, die erst nach der 
Embryonalentwicklung entstehen. 
Embryonale Stammzellen sind uneingeschränkt teilungsfähig und zeigen ein pluripotentes 
Differenzierungsverhalten, sind also in jede Körperzelle differenzierbar. Allerdings ist der Erhalt 
der stammzellspezifischen Eigenschaften bei der Vermehrung der Zellen in vitro schwierig und 
die Differenzierung in ein spezifisches Gewebe schlecht realisierbar. Da bei der Entwicklung 
von embryonalen Geweben andere Mechanismen wirken als bei der Regeneration von adulten 
Geweben [Denker 2006], können transplantierte embryonale Stammzellen auch in 
unerwünschte Gewebe differenzieren. Neben der Gefahr der Tumorbildung aufgrund 
unbegrenzter Zellteilung sind der embryonalen Stammzellenforschung in Deutschland zudem 
ethische und juristische Grenzen gesetzt [Bobbert 2006]. 
Adulte Stammzellen sind adhärent wachsende multipotente Zellen, die im Gegensatz zu 
embryonalen Stammzellen in vitro ein deutlich geringeres Selbsterneuerungsvermögen zeigen. 
Dennoch besitzen sie die Fähigkeit, in verschiedene mesenchymale Gewebe wie z.B. Knochen 
[Jaiswal et al., 1997], Knorpel [Johnstone et al. 1998], Sehnen, Bänder, Muskeln [Wakitani et 
al., 1995], Fett und Haut [Pittenger et al. 1999] zu differenzieren (Abb. 2-2). Adulte Stammzellen 
sind lebenslang aktiv, jedoch nimmt ihre Anzahl und Leistungsfähigkeit im Alter ab [Engelhardt 
et al. 2003, Fehrer und Lepperdinger 2005, Bonab et al. 2006, Roobrouck et al. 2008]. 
Gewonnen werden können adulte Stammzellen vor allem aus Knochenmark [Friedenstein et al. 
1976], aber auch aus Fettgewebe [Katz et al. 2005], Leber [Campagnoli et al. 2001], Pankreas 
[Chen et al. 2003], Plazenta [Igura et al. 2004], Periost [Ng et al. 2005] oder Nabelschnurblut 
[Bieback et al. 2004]. Neben der Charakterisierung von Knochenersatzmaterialien finden adulte 
Stammzellen aufgrund ihres multipontenten Differenzierungspotentials vor allem bei der 
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Therapie von Herzinfarkt [Strauer et al. 2002, Schäfer und Northoff 2008, Grauss et al. 2007], 
der Behandlung von Blutkrankheiten [Lee et al. 2002], neurodegenerativen Erkrankungen 
[Dezawa 2008] und der Nachbehandlung von Krebspatienten [Koc et al. 2000] Anwendung bzw. 
sind Gegenstand der Forschung zur Behandlung von Diabetes [Urban et al. 2008] und  
Knorpelläsionen [Jorgensen et al. 2008]. 
 
Abb. 2-2 Model zur Mesengenese nach Caplan 2005 
Durch Zugabe von Ascorbinsäure, Dexamethason und ß-Glycerophosphat können 
Stammzellen in vitro zu Osteoblasten differenzieren [Jaiswal et al. 1997; Maniatopoulos et al. 
1988; Bellows et al. 1986]. Dexamethason inhibiert dabei die Proliferation [Beresford et al. 
1992; Bellows et al. 1990] und fördert die osteogene Differenzierung [Beresford et al. 1994].                  
ß-Glycerophosphat stellt eine zusätzliche Phosphatquelle dar. Für die Kollagensynthese ist 
Ascorbinsäure als Co-Faktor bei der Hydroxylierung von Prolin und Lysin essentiell. Darüber 
hinaus erhöht Ascorbinsäure die Syntheseaktivität nicht-kollagener Proteine, die am Aufbau der 
Knochenmatrix beteiligt sind [Beresford et al. 1993]. Der Standardnachweis der Differenzierung 
der Stammzellen zu Osteoblasten in vitro umfasst neben dem Calciumnachweis in der 
extrazellulären Matrix die Identifizierung osteoblastärer Marker wie die alkalische Phosphatase 
zum einen direkt über die Genexpression und zum anderen indirekt über die Enzymaktivität. 
Darüber hinaus zählen Kollagen-I, Osteopontin, Osteonectin, Bone Sialoprotein und 
Osteocalcin als klassische Marker der osteoblastären Differenzierung [Aubin et al. 1995, Bruder 
et al. 1997a, Beresford et al. 1993, Pautke 2004, Sun et al. 2008]. 
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Obwohl mesenchymale Stammzellen spenderabhängig Unterschiede in Morphologie und 
Differenzierung zeigen, sind sie aufgrund ihrer größeren Sensibilität gegenüber 
Umwelteinflüssen für die Charakterisierung von Knochenersatzmaterialien den Zelllinien 
vorzuziehen. Die spenderabhängige Varianz kann dabei durch in vitro Untersuchungen mit 
mehreren Spendern kompensiert werden.  
2.5 Eisenmetabolismus und Zytotoxizität 
Eisen ist als essentieller Co-Faktor vieler Enzyme beim Sauerstofftransport, 
Energiestoffwechsel und der DNA-Synthese im menschlichen Körper maßgeblich beteiligt. 
Aufgrund seiner flexiblen Koordinationschemie und seiner Redoxreaktivität ist Eisen in der 
Lage, an Proteine zu binden und Sauerstoff zu binden, Elektronen zu übertragen und 
katalytische Reaktionen zu vermitteln [Aisen et al. 2001]. Der menschliche Körper enthält 3 bis 
5 g Eisen, wobei mit ca. 70 % der größte Teil an Hämoglobin gebunden ist [Andrews 2000]. 
Weitere 10 bis 20 % werden, wie in Abb. 2-3 a dargestellt, intrazellulär als Depoteisen in Form 
von Ferritin und Hämosiderin gebunden. Die restlichen 5 bis 15 % sind als Funktionseisen in 
Myoglobin und eisenabhängigen Enzymen zu finden.  
In Abb. 2-3 b ist der menschliche Eisenmetabolismus schematisch dargestellt. Über die 
Nahrung nehmen wir täglich 10 bis 20 mg Eisen zu uns. Allerdings werden effektiv lediglich 
<10 % von Mucosa-Zellen, den Enterozyten, im oberen Dünndarm resorbiert. Die Aufnahme 
von Häm-Eisen (Fe2+) aus Fleisch ist dabei wesentlich effektiver als die Aufnahme von 
ionischem Eisen (Fe3+) aus pflanzlicher Nahrung [Layrisse et al. 1973]. Aber auch ionisches 
Fe2+ ist besser löslich als Fe3+ und wird besser resorbiert [Brise und Hallberg 1962]. Die meisten 
dreiwertigen Eisenverbindungen werden durch den sauren pH-Wert im Magen gelöst und für 
die Aufnahme im Dünndarm verfügbar. Ionisches dreiwertiges Nicht-Häm-Eisen muss für die 
Resorption zunächst in Fe2+ umgewandelt werden. Dies kann zum einen durch Reduktionsmittel 
wie Cystein und Ascorbinsäure erfolgen oder durch membranständiges Cytochrom b, das als 
Ferrireduktase Fe3+ zu Fe2+ reduziert. Zweiwertiges Eisen wird dann durch DMT1 (divalent 
metal transporter 1) in die Mucosa-Zelle eingeschleust [Gunshin et al. 2001; Hubert und Hentze 
2002]. Die Darmzelle speichert das aufgenommene Eisen in Ferritin oder gibt es durch das 
Transportprotein Ferroportin an das Blut ab. Dieser Vorgang kann durch Hepcidin gehemmt und 
somit die Eisenaufnahme reguliert werden [Nemeth et al. 2004]. Das durch Ferroportin aus der 
Zelle geschleuste Fe2+ wird durch das Membranprotein Hephaestin zu Fe3+ oxidiert und mittels 
Transferrin zu den verbrauchenden bzw. speichernden Organen transportiert. 
 
 



























Abb. 2-3 (a) Eisenmetabolismus und (b) Eisenresorption im Dünndarm  
(a) Quelle: http://www.cdc.gov/ncbddd/hemochromatosis/training/pathophysiology/iron_cycle_popup.htm  
Stand: 12-2013; (b) Quelle: http://medicinembbs.blogspot.de/2011/01/iron-deficiency-anemia.html Stand: 12-2013 
 
Um eine Eisenüberladung zu verhindern, ist eine strenge Kontrolle des Eisenstoffwechsel nötig 
[Hentze et al. 2004; Papanikolaou and Pantopoulos 2005]. Hohe Eisenkonzentrationen stellen 
ein hohes Risiko für Zellen und Gewebe dar [Hentze et al. 2004; Papanikolaou and 
Pantopoulos 2005]. Der Hauptgrund dafür liegt in der Erzeugung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid, Superoxid-Anion und Hydroxyl-Radikalen 
[Halliwell et al. 1990].  
Tab. 2-4 zeigt mögliche Reaktionen von Eisen in physiologischen Systemen. Zunächst wird 
metallisches Eisen oxidiert und es entstehen zweiwertige Fe2+-Ionen, die in wässrigen neutralen 
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Lösungen unter aeroben Bedingungen sehr instabil sind und sofort weiter zu dreiwertigem Fe3+ 
oxidiert werden. Fe3+-Ionen sind bei physiologischem pH-Wert praktisch unlöslich. Die bei der 
Reaktion von Fe2+ mit Sauerstoff zu Fe3+ stattfindende Ein-Elektronen-Transfer bewirkt die 
Bildung des Superoxid-Anions (O2•−) als einem der radikalischen Vertreter der reaktiven 
Sauerstoffspezies.  
Reaktionen von Eisen in                  
physiologischen Systemen 
Kathodische Reduktion von Sauerstoff 
 
Fe → Fe2+ + 2e- 
 
 
O2 + e- + H2O → HO2• + OH−               (Ia)    
HO2• + H2O → H2O2 + OH•               (Ib) 
Fe2+ + O2 → Fe3+ + O2• −             (1)  
Fe2+ + O2• − + 2H+ → Fe3+ + H2O2            (2) OH• + e- → OH−                (II) 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + OH•            (3) 
(Fenton-Reaktion) 
H2O2 + e- → OH• + OH−               (III) 
Fe2+ + OH• → Fe3+ + OH−             (4) 
 
OH• + e- → OH−                (IV) 
4Fe2+  + O2 + 2H+ → 4Fe3+ + 2OH−            (5) O2 + 4e- + 2 H2O → 4 OH−                                (V) 
Tab. 2-4 Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies bei der Sauerstoff-Korrosion von Eisen 
O2•−  liegt mit einem pKS-Wert von 4,7 [Bielski 1978] bei einem physiologischen pH-Wert von 
7,4 hauptsächlich als Anion-Radikal vor. Als Reduktionsmittel bewirkt es die als Haber-Weiss-
Reaktion [Koppenol 2001] bezeichnete Reduktion von H2O2.    
Wie Gleichung Gl. 2-3 zeigt, werden dabei neben Hydroxyl-Ionen auch hochreaktive Hydroxyl-
Radikale freigesetzt: O2• − + H2O2 → OH• + OH− + O2 Gl. 2-3 
Die Geschwindigkeitskonstante der spontanen Dismutationsreaktion der  O2• −-Radikale  ist 
jedoch bei  einem  physiologischen  pH-Wert  von  7,4  ca. 10-fach höher als  die  der direkten 
Reaktion von Superoxid-Anion und Wasserstoffperoxid, sodass die Haber-Weiss-Reaktion unter 
physiologischen Bedingungen praktisch nicht abläuft [Elstner 1990]. Im sauren Milieu, z.B. in 
unmittelbarer Nähe von Phospholipid-Membranen, wird das Superoxid-Anion zum 
Hydroperoxylradikal protoniert [Paillous und Fery-Forgues 1994], dessen Oxidationspotential 
um  mehr als 1 V  größer  ist als  das  des  Superoxid-Anions,  sodass es  unter diesen 
Bedingungen H-Atome beispielsweise von Ascorbinsäure abstrahieren und deren Oxidation 
bewirken kann [Lee-Ruff 1977]. Insgesamt wird dem Superoxid-Anion zwar nur eine geringe 
Reaktivität zugeschrieben, die nur wenig Interaktion mit DNA, Lipiden oder Aminosäuren 
zulässt, allerdings spielt es als Vorstufe für verschiedene reaktivere Sauerstoffspezies bzw. als 
Reaktionspartner verschiedener Radikal-bildender Reaktionen eine entscheidende Rolle bei der 
Bildung von ROS. 
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Wie in Gleichung (2) von Tab. 2-4 a zu sehen ist, kommt es aufgrund der Reaktion des 
Superoxid-Anions mit Fe2+ zur Bildung von Wasserstoffperoxid, einem Vertreter der 
nichtradikalischen reaktiven Sauerstoffspezies. Wie auch das O2• −-Radikal besitzt H2O2 
bezüglich seiner oxidierenden bzw. reduzierenden Eigenschaften jedoch nur eine geringe 
Aktivität, sodass nur ein geringfügiger Teil der Wasserstoffperoxid-vermittelten Schäden auf 
eine direkte Reaktion zurückzuführen ist. Die Toxizität von H2O2 ist hauptsächlich auf die in 
Tab. 2-4 a Gleichung (3) dargestellte Fenton-Reaktion und die damit verbundene Bildung von 
hochreaktiven Hydroxyl-Radikalen zurückzuführen. 
Hydroxyl-Radikale besitzen mit +2 V ein relativ hohes Redoxpotential, weshalb sie sehr 
unspezifisch  mit  fast  allen  Molekülen  bzw.  Molekülstrukturen  reagieren [Gutteridge et al. 
1994].  Aufgrund der geringen Halbwertszeit von nur 10-10 Sekunden [Acworth et al. 1999] 
liegen Bildungs- und Reaktionsort von Hydroxyl-Radikalen sehr nah beieinander.  Durch ihre 
hohe Reaktivität, die meist diffusionslimitiert ist, können Hydroxyl-Radikale direkt mit DNA- und 
Membranmolekülen reagieren. Typische, auf Hydroxyl-Radikale zurückzuführende, DNA-
Schäden sind Einzel- und Doppelstrangbrüche, Modifikationen der DNA-Basen, DNA-Protein-
Quervernetzungen sowie Fragmentierungen des Zucker-Phosphat-Gerüstes [Halliwell und 
Aruoma 1991]. Hydroxyl-Radikale stehen in Verdacht, bei biologischen und pathobiologischen 
Reaktionen wie Entzündungen, Alterungsprozessen, Alzheimer und Krebserkrankungen 
beteiligt zu sein [Davies 1995, Hayn et al. 1996, Wright et al. 1999, Kawai et al. 2000]. 
Eine weitere Quelle reaktiver Sauerstoffspezies stellt die parallel zur anodischen Teilreaktion 
der Eisenkorrosion (Tab. 2-4 a) stattfindende kathodische Reduktion von Sauerstoff in                   
Tab. 2-4 b dar. Die bei der anodischen Oxidation des Eisens abgegebenen Elektronen führen 
zur Reduktion des gelösten Sauerstoffs. Dabei kommt es neben der Bildung von Perhydroxyl-
Radikalen und OH--Ionen ebenfalls zur Bildung der reaktiven Hydroxyl-Radikale.  
Resultierend aus den bei der Korrosion von Eisen stattfindenden Reaktionen ergeben sich 
folgende Parameter, die bei der Charakterisierung des Korrosionsverhalten der CPP-aktivierten 
Eisenschäume von Interesse sind:  
 Eisenfreisetzung 
 Sauerstoffpartialdruck bzw. Sauerstoffsättigung 
 pH-Wert 
 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
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2.6 Enzyme der oxidativen Stressabwehr 
Um den oxidativen Stress, der von reaktiven Sauerstoffspezies ausgelöst wird, entgegen zu 
wirken, besitzen Zellen ein Abwehrsystem aus antioxidativen Enzymen. Abb. 2-4 zeigt eine 
Übersicht des Zusammenspiels der Enzyme der primären oxidativen Stressabwehr 
Superoxiddismutase (SOD), Katalase (KAT) und Glutathion-Peroxidase (GPX) mit den 
sekundären antioxidativen Enzymen Glutathion-Reduktase (GSR) und Glucose-6-phosphat-
dehydrogenase (G6PD), die beim Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt sind. 
 
Abb. 2-4 Übersicht Enzyme der oxidativen Stressabwehr                                                                                 
(SOD…Superoxiddismutase; KAT…Katalase; GPX…Glutathion-Peroxidase; GSSG…Glutathion-Disulfid;                       
G-SH…Glutathion; GSR…Glutathion-Reduktase; G6PD…Glucose-6-phosphat-dehydrogenase) 
Der Abbau des Superoxid-Anions zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff wird von einem zur 
Familie der Metalloproteine gehörendem Enzym katalysiert, das 1969 McCord und Fridovich 
erstmals als Superoxiddismutase beschrieben. Die 3 in Eukaryonten vorkommenden Isoformen 
werden wie folgt eingeteilt:  
   Kupfer/Zink-abhängige SOD (im Zytoplasma) 
   Mangan-abhängige SOD (in Mitochondrien) bzw. Eisen-abhängige SOD (in Chloroplasten) 
   Extracelluläre SOD (Cu/Zn) 
Die Kupfer/Zink-abhängige SOD wird von einem Gen kodiert, das beim Menschen auf 
Chromosom 21q22.1 liegt [McAlpine et al. 1988] und dabei eine Rolle beim Down-Syndrom 
spielen könnte, bei dem es aufgrund einer angeborenen Trisomie des Chromosoms zu 
mentaler Retardierung und vorzeitigem Altern kommt. Das aus zwei identischen nicht-
glykolisierten Polypeptiduntereinheiten von je 135 Aminosäuren bestehende Enzym hat ein 
Molekulargewicht von 32 kDa und ist im Zytoplasma lokalisiert [Fridovich 1975]. Die in den 
Mitochondrien lokalisierte Mn-SOD mit einem Molekulargewicht von 88 kDa besteht dagegen 
aus vier identischen Untereinheiten [Fridovich 1974]. Die extrazellulär vorkommende 
  
2 H + + 2 O  2 • GSSG  
SOD GPX 
O  2   H   2   O   2  2 G - SH 
KAT 
½ O   2  + H 2  O 





NADPH   
G6PD 
primäre Stressabwehr sekundäre Stressabwehr 
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Kupfer/Zink-abhängige Superoxiddismutase [Marklund et al. 1982 und 1984] ist mit einem 
Molekulargewicht von 134 kDa aus 4 identischen Untereinheiten aufgebaut. 
Die bereits 1901 von Loew beschriebene Katalase ist das am längsten bekannte antioxidative 
Enzym und katalysiert wie alle Vertreter dieser Klasse den Abbau von Wasserstoffperoxid zu 
Wasser und Sauerstoff. Diese Disproportionierung erfolgt in zwei Teilreaktionen:  
H2O2 + Katalase (red.) → H2O + Katalase (ox.) Gl.  2-4 
H2O2 + Katalase (ox.) → H2O + O2 + Katalase (red.) Gl.  2-5 
Bruttoreaktionsgleichung: 2 H2O2 → O2 + 2 H2O Gl.  2-6 
Als wichtiges antioxidatives Schutzenzym kommen Katalasen, die zur Familie der 
Oxidoreduktasen gehören, zu 80 % in den Peroxysomen und zu 20 % im Zytoplasma der 
meisten aerob lebenden Lebewesen vor [Percy 1984], beim Menschen vor allem in den 
Peroxysomen der Leber und Nieren sowie den Erythrozyten. Dabei zeigen Katalasen 
unterschiedliche Funktionen. Zum einen wirken sie als Peroxidasen und bauen das bei der 
Fettsäure-Oxidation gebildete Wasserstoffperoxid ab. Zum anderen werden Hämoglobin und 
andere SH-Gruppen tragende Proteine zusammen mit der Glutathion-Peroxidase durch die 
Katalase vor dem Angriff reaktiver Sauerstoffspezies geschützt.  
Strukturell werden die Katalasen in 3 Klassen [Chelikani et al. 2004] wie folgt eingeteilt: 
   monofunktionale Häm-enthaltende Enzyme 
   bifunktionale Häm-enthaltende Katalase-Peroxidasen 
   manganhaltige Enzyme (ohne Häm-Gruppe) 
Die humane Katalase ist ein Tetramer aus 4 identischen Untereinheiten von jeweils 60 kDa, die 
jeweils eine Häm-Gruppe (Porphyrin-Ring mit Eisen) und eine NADPH-Bindestelle aufweisen 
[Putnam et al. 2000].  
Wie bereits angedeutet, spielt beim Abbau von Wasserstoffperoxid ein weiteres antioxidatives 
Enzym eine wichtige Rolle - die von Mills 1957 erstmals beschriebene Glutathion-Peroxidase, 
von der zwei Formen unterschieden werden – Selen-abhängig und Selen-unabhängig. Die 
Selen-abhängige Form ist ein Tetramer mit einem Molekulargewicht von 84 kDa, das mit 70 % 
vorwiegend im Zytoplasma aber auch in den Mitochondrien (30 %) vorkommt. 
H2O2 + 2 GSH → GSSG + H2O   Gl.  2-7 
ROOH + 2 GSH → GSSG + ROH + H2O  Gl.  2-8 
Sie katalysiert den Abbau von Wasserstoffperoxid (Gl. 2-7) bzw. organischen Peroxiden    
(Gl. 2-8) zu Wasser bzw. zum entsprechenden Alkohol und Wasser mittels Glutathion (GSH) 
[Mills 1957]. 
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Reduziertes Glutathion (GSH) besitzt eine freie Thiolgruppe und kann seinerseits Elektronen 
auf ROS übertragen und sie so unschädlich machen. Jeweils zwei oxidierte Glutathion-Moleküle 
verbinden sich unter Ausbildung einer Disulfidbrücke zu einem Glutathion-Disulfid (GSSG). 
Glutathion-STransferasen dagegen zählen zur Selen-unabhängigen Form. Sie werden vor 
allem bei Biotransformationen von Xenobiotika [Jakoby 1978] und bei der Entgiftung von 
krebserregenden Stoffen beschrieben [Smith et al. 1977]. Selen-unabhängige Glutathion-
Peroxidasen liegen als Dimere mit einem Molekulargewicht von 50 kDa ebenfalls im 
Zytoplasma und in den Mitochondrien vor [Sun 1990].  
Die bisher beschriebenen antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und 
Glutathion-Peroxidase sind direkt am Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt und 
werden deshalb als primäre Enzyme der oxidativen Stressabwehr bezeichnet. Unterstützt 
werden sie durch sogenannte sekundäre antioxidative Enzyme wie Glutathion-Reduktase und 
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase, die den Spiegel an Glutathion und NADPH als 
Reduktionsäquivalente aufrechterhalten. Die 1932 von Mann et al. aus Kaninchenleber isolierte 
Glutathion-Reduktase katalysiert dabei unter Verbrauch von NADPH die Reduktion von 
Glutathion-Disulfid (GSSG) zu Glutathion. Dieses im Zytoplasma und in den Mitochondrien 
vorkommende Enzym ist mit einem Molekulargewicht von ca. 120 kDa aus 2 Untereinheiten, die 
FAD im aktiven Zentrum gebunden haben [Mann 1932;  Ray und Prescott 1975], aufgebaut. 
Das Redoxpotential von GSH beträgt −240 mV [Aslund et al. 1997]. Aufgrund der Aktivität der 
Glutathion-Reduktase liegt es zu ca. 90 % in seiner reduzierten Form vor. Die Regeneration des 
bei der Reduktion von GSSG zu Glutathion verbrauchte NADPH (Gleichung Gl. 2-9) wird durch 
die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, die 1961 erstmals von Marks isoliert wurde, realisiert. 
Glucose-6-phosphat + NADP+ →  6-Phosphoglucolacton + NADPH + H+ Gl.  2-9 
In humanen Erythrozyten kommt die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase sowohl als Tetramer 
(210 kDa) als auch als Dimer (105 kDa) vor [Marks et al. 1961]. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Geräte  
Im Folgenden sind häufig benutzte Geräte unter Angabe des Herstellers alphabetisch 
aufgeführt. 
Geräteklasse Bezeichnung Hersteller 
Autoklaven 
Tuttnauer/Systec 3850 ELC Systec, Wettenberg 
Tuttnauer/Systec 5075 ELV Systec, Wettenberg 
Bedampfungsanlage MED010 Balzers, Balzer - Liechtenstein 
CO2-Inkubatoren MCO-18AIC Sanyo, München 
ELISA-Reader Spektaflour Plus Tecan, Crailsheim 
Kritisch-Punkt-Trockner CPD 030 Bal-tec, Witten 
Laborspülautomat Kompakt-Desinfektor G 7783 CD Miele, Gütersloh 
Mikroskope 
Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena 
Rasterelektronenmikroskop XL 30 Philips, Hamburg 
pH-Meter pH 526 Multical® WTW, Weilheim 
Photometer NANODROP 1000 Spectrophotometer 
peQLab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
Potentiostat VMP 3 Biologic, Claix - Frankreich 
QPCR System Mx3005P QPCR System Agilent Technologies, Waldbronn 
Reinstwasseranlage Arium 611 VF Sartorius, Göttingen 
Sauerstoffelektrode  Sensortechnik Meinsberg GmbH, Ziegra-Knobelsdorf 
Schüttler 
Unimax 2010 Heidolph Instruments, Kehlheim 
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York (USA) 
Sterilbank Biowizard Kojair, Vilppula (Finnland) 
Thermocycler Primus 25 advanced® Thermocycler peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Ultraschall Ultrasonic cleaner VWR, Darmstadt 
Waagen BP 3100 S und BP 211 D Sartorius, Göttingen 
Wasserbad 13A Julabo, Seelbach 
Zentrifugen 
centrifuge 5702R Eppendorf, Hamburg 
centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 
Tab. 3-1 Aufstellung der verwendeten Geräte 
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3.2 Trägermaterial 
Die Herstellung der Eisenschäume (Abb. 3-1) erfolgte durch Pulvermetallurgieprozesse 
[Quadbeck et al. 2007] an den Fraunhofer-Instituten IKTS und IFAM in Dresden. 
Polyurethanschäume wurden mit einer Carbonyleisensuspension mit 3,8 % Fe3P beschichtet, 
getrocknet, erhitzt und anschließend der verbleibende Eisenschaum gesintert. Die 
Konfektionierung zu den endgültigen, zylinderförmigen Probenkörpern (Spezifikationen siehe 
Tab. 3-2, Rasterelektronenmikroskopie (REM)-Aufnahmen siehe Abb. 3-1) wurde durch 
Laserstrahlschneiden realisiert.  
Variante Durchmesser Höhe Porosität Porengröße Charakterisierung 
A 10 mm 5 mm 85 % 45 ppi* biochemisch/zellbiologisch 
B 10 mm 20 mm 85 % 45 ppi* elektrochemisch 




Abb. 3-1 REM-Aufnahmen von unmodifizierten Eisenschäumen 
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3.2.1 Bioaktivierung durch Calciumphosphatphasen (CPP) 
a 
 
b c d 
 
e 
Abb. 3-2 Eisenschäume (d = 10 mm; h = 5 mm) für die biochemische/zellbiologische Charakterisierung 
 (a) Fe unmodfiziert; (b) Fe-B; (c) Fe-HA; (d) Fe+MgCPC; (e) Fe-B+1P CPC 
Die Bioaktivierung der Eisenschäume (Fe) mit verschiedenen Calciumphosphat-              
phasen (Abb. 3-2) erfolgte durch die InnoTERE GmbH (Radebeul). Hierfür wurden die zuvor mit 
Aceton und Ethanol gereinigten Eisenschäume mit Brushit (CaHPO4  x 2 H2O, InnoTERE 
Patent beantragt) bei pH 3,0 beschichtet. Mit dieser Methode konnten Massenzunahmen von 
bis zu 30 % (w/w) erreicht werden.  
Durch anschließendes Kochen bei 95 – 100 °C in 0,1 M NaOH für 24 h konnte eine 
Hydroxylapatitschicht erhalten werden [Redepenning et al. 1996]. Im Gegensatz zu einem 
früher angewendeten HA-Beschichtungsverfahren bleiben dabei die Brushit-Platten als solche 
erhalten, wandeln sich jedoch, wie durch FTIR-Analyse (Fourier-Transformations-Infrarot-
Spektroskopie) bestätigt werden konnte, nahezu vollständig in Hydroxylapatit um. Da einige der 
Ergebnisse der früheren HA-Beschichtung auch Teil der vorliegenden Arbeit sind, soll deren 
Herstellung ebenfalls kurz beschrieben werden. Zunächst wurden die Eisenschäume in einer 
Alkali-Phosphatierlösung inkubiert, sodass auf der Metallschaumoberfläche 
Mineralisationskeime entstanden. Durch den anschließenden Beschichtungsprozess bildete 
sich eine durchgehend homogene Schicht aus Hydroxylapatit aus, die mittels REM und FTIR 
nachgewiesen werden konnte. 
Eine weitere Methode der Bioaktivierung stellte die Befüllung mit Calciumphosphat-Zementen 
dar. Bei den in der vorliegenden Arbeit relevanten Füllungen handelt es sich zum einen um 
einen von InnoTERE entwickelten Ein-Pasten-Calciumphosphat-Zement (1P PCP) und zum 
anderen um einen magnesiumhaltigen Calciumphosphat-Zement (MgCPC), der ebenfalls eine 
Entwicklung von InnoTERE ist. Vor der Befüllung wurden die Eisenschäume zunächst ebenfalls 
mit Brushit beschichtet. Anschließend erfolgte die Beladung mit MgCPC bzw. dem 1P CPC. 
Das für den CPC notwendige alpha-Tricalciumphosphat (-TCP) wurde durch InnoTERE selbst 
hergestellt. Beim 1P CPC wurde das Zement-Pulver anschließend in einem Öl-Emulgator-
Gemisch suspendiert. Die dabei entstandene Paste bindet erst bei Kontakt mit wässrigen 
Lösungen ab. Dadurch konnte die Beladung der Metallschäume homogen und schnell 
durchgeführt werden.  
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3.2.2 Vorinkubation in Zellkulturmedium 
Die nach 3.2 hergestellten und nach 3.2.1 mit Calciumphosphatphasen beschichteten bzw. 
gefüllten Eisenschäume (d=10 mm2, h=4,5 mm) wurden für die in vitro-Untersuchungen 
zunächst durch die Synergy Health Radeberg GmbH (Radeberg; ehemals: Gamma-Service 
Produktbestrahlung GmbH) mit 25 kGy gammasterilisiert.  
Anschließend erfolgte eine 4-tägige Vorinkubation in Zellkulturmedium. Sollten im Anschluss 
Zellkulturversuche mit SaOs-2 Zellen durchgeführt werden, diente McCoy’s5A (15 % FBS, 1 % 
P/S und 2 mM L-Glutamin) als Inkubationsmedium. Eisenschäume für Experimente mit 
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) dagegen wurden in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) vorinkubiert. Auch die Lagerbedingungen waren vom späterem 
Untersuchungsziel abhängig: 37 °C mit 5 % CO2 bei SaOs-2 Zellen und 7 % CO2 für hMSCs. 
Für die Vorinkubation dienten 12-Well Zellkulturplatten mit 4 mL Medium je Eisenschaum und 
Well. Der Mediumwechsel erfolgte täglich. Von dem dabei frisch abgenommen Überstand 
wurde die Sauerstoffsättigung (3.7.2), die H2O2-Konzentration (3.7.4) und der pH-Wert (3.7.3) 
bestimmt. Für die Eisenfreisetzung nach 3.7.1 war es wichtig, gleich nach dem Mediumwechsel 
die Überstände frisch zu messen, wenn der Fe2+-Anteil von Interesse war. Für die 
Gesamteisenfreisetzung sowie den Phosphat- und Calciumgehalt (3.7.6 und 3.7.5) konnten die 
Überstände auch zu einem späteren Zeitpunkt gemessen werden (Lagerung bei 4 °C).  
3.3 Untersuchungen zum Korrosionsverhalten in vitro – ohne Zellen 
Durch die Vorinkubation nach 3.2.2 konnten bereits Daten gewonnen werden, die Aussagen 
zum Korrosionsverhalten der einzelnen Eisenschäume in Abhängigkeit des 
Inkubationsmediums (DMEM und McCoy’s) ermöglichten. Um die Korrosion über einen 
längeren Zeitraum zu charakterisieren, wurden die Eisenschäume für 28 Tage ebenfalls in 12-
Well Zellkulturplatten mit 4 mL Medium/Well und Eisenschaum im Inkubator unter den bereits in 
3.2.2 beschriebenen Inkubationsbedingungen inkubiert. Auch hier wurde täglich das Medium 
gewechselt und der Überstand für die biochemische Charakterisierung nach 3.7 verwendet.  
Um den Einfluss von Proteinen oder Ascorbinsäure als Radikalfänger auf das 
Korrosionsverhalten der Eisenschäume zu untersuchen, wurden entsprechend Abb. 3-3 
Versuche in DMEM mit/ohne FBS bzw. mit/ohne Ascorbinsäure durchgeführt. Die 
Medienwechsel waren hier den Zellkulturversuchen angepasst und wurden 2x wöchentlich in 
einem Abstand von 3 bis 4 Tagen durchgeführt. Die Charakterisierung erfolgte entsprechend 
Kapitel 3.7. 
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Abb. 3-3 Übersicht Medienzusätze in DMEM für Untersuchungen zum Korrosionsverhalten von unmodifizierten 
Eisenschäumen (FBS: fötales Kälberserumalbumin; BSA: bovines Serumalbumin; Asc: Ascorbinsäure) 
3.4 Zellen 
Für die zellbiologische Charakterisierung der verschiedenen CPP-bioaktivierten Eisenschäume 
in vitro wurden zum Einen SaOs-2 Zellen, als osteoblastenähnliche Zelllinie verwendet und zum 
Anderen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) des Knochenmarks, die u.a. zu Osteoblasten 
differenzieren können. 
3.4.1 SaOs-2 
Die SaOs-2 Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DMSZ, Braunschweig; Nummer: ACC 243) bezogen. Es handelt sich dabei 
um adhärent wachsende immortalisierte humane Osteosarkomazellen. Die zellbiologischen 
Untersuchungen wurden mit Zellen der fünften bis zehnten Passage durchgeführt. 
3.4.2 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) 
Die für die zellbiologischen Untersuchungen verwendeten hMSC wurden aus dem 
Knochenmark des Beckenkamms dreier gesunder Spender (Tab. 3-3) gewonnen und 
freundlicher Weise von Prof. Bornhäuser (Medizinische Klinik I, Universitätsklinikum „Carl 
Gustav Carus“ an der Technischen Universität Dresden) zur Verfügung gestellt. Für die 
Zytotoxizitätsuntersuchungen sowie die Proliferations- und Differenzierungsversuche in 
statischer und dynamischer Kultur wurden die hMSCs stets in der 4. Passage verwendet. 
Bezeichnung 282 315 342 
Alter [Jahre] 20 37 22 
Geschlecht männlich männlich männlich 
Tab. 3-3 hMSC-Spender 
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3.5 Medien, Lösungen und Puffer für die Zellkultur 
In der folgenden Tabelle sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen mit ihren 
jeweiligen Kulturbedingungen aufgeführt: 
Bezeichnung Inkubations-bedingung Basismedium Differenzierungsmedium Einfriermedium 
SaOs-2 37 °C 
5 % CO2 
McCoy’s 5a 
15 % FBS 




15 % FBS 
1 % P/S 
2 mM L-Glutamin 
 
osteogene Zusätze: 
10 mM ß-Glycerophosphat 
300 µM Ascorbinsäure 
McCoy’s 5a 
20 % FBS 
10 % DMSO 
 
hMSC 37 °C 
7 % CO2 
DMEM 
10 % FBS 




10 % FBS 
1 % P/S 
2 mM L-Glutatmin 
 
osteogene Zusätze: 
10 mM ß-Glycerophosphat 
200 µM Ascorbinsäure 
10 nM Dexamethason 
DMEM 
20 % FBS 
10 % DMSO 
 




McCoy’s 5A modified Medium                                      
(2,2 g/L NaHCO3; F1015) 
Biochrom AG, Berlin 
Dulbecco’s MEM                                                           
(3,7 g/L NaHCO3; 1 g/L D-Glucose; F0415) 
Biochrom AG, Berlin 
FBS (Charge: 8SB007) Lonza, Köln 
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin 
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin 
Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
ß-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
(+) Natrium L-Ascorbat für Zellkultur Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tab. 3-5 Mediumsbestandteile 
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Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
PBS 8,00 g/L NaCl 
0,20 g/L KCl 
1,15 g/L Na2HPO4 
0,20 g/L KH2PO4 
in destiliertem Wasser (pH 7,4) 
Merck, Darmstadt  
J.T. Baker, Deventer (NL)  
Roth, Karlsruhe  
Merck, Darmstadt 
Trypsin/EDTA 0,5 % Trypsin/ 0,2 % EDTA Biochrom AG, Berlin 
Tab. 3-6 Lösungen und Puffer 
3.6 Zellkulturtechniken 
Im Folgenden werden alle für die vorliegende Arbeit notwendigen Zellkulturtechniken 
vorgestellt. Die Arbeiten wurden, wenn nicht anders beschrieben, stets unter der Sterilwerkbank 
durchgeführt. 
Vor Beginn der Arbeiten wurden jeweils die benötigten Arbeitsflächen, insbesondere die der 
Sterilwerkbank, gründlich mit 70 % Ethanol in Aqua dest. besprüht bzw. abgewischt, ebenso die 
erforderlichen Geräte und Labor-Hilfsmittel. Nicht hitzeempfindliche Labor-Hilfsmittel bzw. 
Materialien wurden im Autoklaven für die Dauer von 20 min bei feuchter Hitze (120 °C) und 
Überdruck (0,3 bar) dampfautoklaviert. Hitzeempfindliche Flüssigkeiten wie zum Beispiel die 
Zusätze für das Differenzierungsmedium Ascorbinsäure und ß-Glycerophosphat wurden unter 
Verwendung von Sterilfiltern mit einer Porengröße von 0,2 μm sterilfiltriert. 
3.6.1 Auftauen der SaOs-2 Zellen und der hMSCs 
Die Lagerung der SaOs-2 Zellen sowie der hMSC erfolgte in Kryoröhrchen in flüssigem 
Stickstoff. Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryoröhrchen zunächst in der Hand angetaut. 
Anschließend wurden die angetauten Zellen in ein 50 mL Falcon Röhrchen überführt (nicht 
pipettieren, Scherkräfte!) und langsam tropfenweise 10 mL serumhaltiges „kaltes“ (RT) Medium 
über 8 bis 10 min zugegeben. Nach 5 min Zentrifugation bei 1 500 rpm wurde der DMSO-
haltige Überstand abgenommen und das Zellpellet in 1 mL McCoy’s (15 % FBS; 1% P/S und 2 
mM L-Glutamin) bei SaOs-2 bzw. in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 
hMSCs aufgenommen und in eine Zellkulturflasche (175 cm2) in 30 mL Endvolumen ausgesät. 
3.6.2 Mediumwechsel bei der Subkultivierung von SaOs-2 und hMSC 
Der Mediumwechsel erfolgte 2-mal wöchentlich in einem Abstand von 3-4 Tagen. Beim 
Mediumwechsel der SaOs-2 Zellen wurde das verbrauchte Medium mittels Pasteurpipette 
abgesaugt und durch 30 mL neues und auf 37 °C im Wasserbad vorgewärmtes McCoy’s (15 % 
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FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) pro Zellkulturflasche (175 cm²) ersetzt. Die langsamer 
wachsenden hMSCs wurden vor einem jeden Mediumwechsel während der Subkultivierung 
zunächst mit 30 mL PBS für 10 min bei 37 °C und 7 % CO2 im Brutschrank gespült. 
Anschließend wurde das Zelltrümmer enthaltende PBS ebenfalls mittels Pasteurpipette 
abgesaugt und durch frisches DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) pro 
Zellkulturflasche (175 cm²) ersetzt. Auch diese Lösungen wurden vor dem Einsatz im 
Wasserbad auf 37 °C erwärmt. 
3.6.3 Subkultivierung und Trypsinieren von SaOs-2 Zellen 
Die Kultivierung der SaOs-2 Subkulturen erfolgte in Zellkulturflaschen (175 cm2) bei 37 °C und 
5 % CO2 im Brutschrank. Für die Passagierung wurde das Kulturmedium abgesaugt und mit 
30 mL PBS/ Zellkulturflasche, um Zelltrümmer zu entfernen, nachgespült. Nach 10 min 
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das PBS abgesaugt. Zum Passagieren der Zellen 
erfolgte im Anschluss die Inkubation mit 10 mL Trypsin-EDTA (0,5 % Trypsin, 0,2 % EDTA) für 
10 min im Brutschrank. Die durch Trypsin-EDTA bewirkte Ablösung der Zellen konnte 
mikroskopisch beobachtet werden. Die tryptische Wirkung wurde durch Zugabe von 20 mL 
serumhaltigem Medium, das den Proteaseinhibitor Antitrypsin enthält, abgestoppt. Die 
Zellsuspension wurde abpippettiert und in ein 50 mL Zentrifugenröhrchen überführt und 
anschließend bei RT für 5 min bei 1 500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 
verworfen. Die Resuspension des Zellpellets erfolgte in 1 bis 5 mL Kulturmedium.  
Zur Bestimmung der Zellzahl diente eine Neubauerzählkammer, wobei die Zellsuspension 1:10 
mit Trypanblaulösung verdünnt wurde. Trypanblau ist ein Azofarbstoff, der zerstörte 
Zytoplasmamembranen permeieren kann, jedoch nicht intakte Zellmembranen. Durch diese 
Färbemethode können lebende Zellen (bleiben farblos) von toten (blau) unterschieden werden. 
Für die Berechnung der Zellzahl sind die Multiplikationsfaktoren Durchschnitt der Zellzahl pro 
drei Großfelder, der Kammerfaktor (104), der Verdünnungsfaktor (1:10 in Trypanblau) und das 
Resuspensionsvolumen zu berücksichtigen.  
Die Zellen wurden für die weitere Subkultivierung bzw. für Zellversuche in Kulturflaschen bzw. 
Zellkulturschalen überführt. Die Aussaatmenge pro Zellkulturflasche betrug 1,3 x 108 Zellen/ 
175 cm2 in 30 mL Zellkulturmedium. Die Inkubation erfolgte anschließend wieder im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2.  
3.6.4 Subkultivierung und Trypsinieren von hMSCs 
Die Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen Subkulturen erfolgte in Zellkulturflaschen 
(175 cm2) bei 37 °C und 7 % CO2 im Brutschrank. Im Gegensatz zu den SaOs-2 Zellen, die 
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keine Passagierveränderung zeigen, verlieren humane mesenchymale Stammzellen in höheren 
Passagen ihre Differenzierungsfähigkeit. Aus diesem Grund wurden die hMSCs stets in 
Passage 3 zur Vermehrung in Zellkulturflaschen (175 cm²) mit einer Aussaatdichte von 
500 000 Zellen/175 cm² ausgesät und nach Trypsinieren (Durchführung siehe 3.6.3; 
Unterschied: DMEM als Zellkulturmedium) in Passage 4 für die Zellversuche verwendet. 
3.6.5 Kalibrierreihen für die LDH-Bestimmung 
Für die Quantifizierung der Zellproliferation mittels Laktat-Dehydrogenase (LDH, siehe 3.8.2) 
muss stets eine Kalibrierreihe mitgeführt werden. In eine 12-Well Platte wurden je Well 2 mL 
Zellkulturmedium (auf 37 °C im Wasserbad vorgewärmt) vorgelegt. Nach Trypsinieren und 
Zellzahlbestimmung wurden die in Tabelle 3-7 aufgeführten Zellzahlen zugegeben und für 4 h 
bei 37 °C im CO2-Inkubator inkubiert. Anschließend wurde das Medium mittels Pasteurpipette 
abgesaugt und die Zellen für 10 min mit PBS (37 °C) gewaschen. Nach Absaugen der 
Waschlösung wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren.   
Zelltyp Zellzahlen pro Well Zellkulturmedium CO2-Inkubator 
SaOs-2 400 000; 200 000; 100 000;      50 000, 25 000; 10 000; 5 000 
McCoy´s 5A             
(15 % FBS; 1 % P/S und   
2 mM L-Glutamin) 
5 % CO2 
hMSC 
200 000; 150 000; 100 000;    
75 000; 50 000; 25 000;10 000; 
5 000 
DMEM                 
(10 % FBS; 1 % P/S und   
2 mM L-Glutamin) 
7 % CO2 
Tab. 3-7 Kalibrierreihen für SaOs-2 Zellen und mesenchymale Stammzellen (hMSC) 
3.6.6 Zytotoxizitätsversuche mit Extrakten 
Für Untersuchungen zur Zytotoxizität wurden die Eisenschäume (d=10 mm2, h=4,5 mm) in 12-
Well Platten mit 4 mL Zellkulturmedium (DMEM mit 10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) 
je Probe und Well für 24 h im CO2-Inkubator bei 37 °C vorinkubiert.  
Anschließend wurden die Zellen mit einer Aussaatdichte von 15 000 hMSCs/cm2 
(28 500 hMSCs/Well einer 24-Well Platte) auf PS in 50 µL ausgesät. Nach 1 h Adhärenz im 
CO2-Inkubator bei 37 °C und 7 % CO2 wurden 500 µL vorgelagertes Medium und 500 µL 
frisches Medium pro Well zugegeben. Die Zellernte erfolgte nach 24 h und 4 d nach Aussaat 
sowie 7 d, 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion. Die osteogene Induktion begann mit 
Zugabe von 10 mM ß-Glycerophosphat, 0,2 mM Ascorbinsäure und 10 nM Dexamethason an 
Tag 4 nach Aussaat (bei konfluentem Zellrasen) und wurde bei jedem Mediumwechsel (2x 
wöchentlich) mitgeführt. Als Referenz wurden zum einen Zellen mit Medium inkubiert, das 
keinen Kontakt zu Eisenschäumen hatte, allerdings ebenfalls für 24 h bei 37 °C gelagert wurde. 
Zum anderen erfolgte die osteogene Induktion nur bei einem Teil der Zellen, der andere Teil 
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wurde auch nach Tag 4 weiterhin in Basismedium kultiviert. Bei der Zellernte wurde das 
Medium mittels Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen für 10 min mit 1 mL PBS (37 °C) pro 
Well gewaschen. Nach Absaugen der Waschlösung wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren.   
Alternativ können die Zytotoxizitätsversuche mit den mesenchymalen Stammzellen auch in 
96 Well-Platten durchgeführt werden. Hierzu wurden die Zellen ebenfalls mit einer 
Aussaatdichte von 15 000 Zellen/cm² (4 800 Zellen/Well einer 96-Well Platte) auf PS in 50 µL 
ausgesät. Nach einer Stunde Adhärenz im Inkubator bei 37 °C und 7 % CO2 wurden 150 µL Fe-
vorinkubiertes Medium zugegeben. Die weitere Inkubation erfolgte wie im vorangegangenen 
Abschnitt beschrieben. Der Vorteil dieser Variante bestand darin, dass alle 3 Spender parallel 
mit verschiedenen Extrakten über einen längeren Zeitraum (vor allem für die Differenzierung 
notwendig) getestet werden konnten. Allerdings konnten diese Versuchsansätze im Anschluss 
lediglich biochemisch auf LDH, ALP und Calcium untersucht werden. Da die Zellmenge für eine 
RNA-Isolierung nicht ausreichte, mussten hierfür 12-Well Platten verwendet werden. Um 
genügend Material für die RNA-Isolierung zu haben, wurden dabei mind. 3 Well einer 12-Well 
Platte vor der Reinigung gepoolt. In Tab. 3-8 sind die Zellzahlen und Medienvolumen für die 
einzelnen Zytotoxizitätsversuche noch einmal zusammengefasst. 
Zellkulturplatte Zellzahlen pro Well            (15 000/ cm²) Inkubationsvolumen Bemerkung 
12-Well 55 000 2 mL für qPCR 
24-Well 28 500 1 mL für LDH etc. 
96-Well 4 800 170 µL für LDH etc. 
Tab. 3-8 Spezifikationenen für hMSC-Zytotoxizitätsversuche mit Extrakten 
Zur Bestimmung des Einflusses der Eisenkonzentration auf das Zellverhalten wurden Zellen der 
hMSC Spender 282, 315 und 342 auf 12-Well Zellkulturplatten mit einer Aussaatdichte von 
15 000 Zellen/ cm2 ausgesiedelt und für 24 h bei 37 °C und 7 % CO2 in frischem 
Zellkulturmedium inkubiert. Nach 24 h wurden dem Medium unterschiedliche Konzentrationen 
einer mit Eisenionen angereicherten Lösung zugegeben und die Zellen über weitere 24 h, 7 d 
und 28 d inkubiert. Die Mediumwechsel inklusive Zugabe der verschiedenen 
Eisenkonzentrationen erfolgte 2-mal wöchentlich. Als Kontrolle wurden Zellen in 
Zellkulturmedium inkubiert, dem keine eisenhaltige Lösung zugegeben wurde. Die Zellernte für 
die LDH-Bestimmung erfolgte wie im oberen Abschnitt bereits beschrieben. Für die qPCR-
Analyse wurde von den Proben dagegen frisch RNA (3.8.8.1) isoliert und diese anschließend 
nach 3.8.8.2 in cDNA transkribiert. 
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3.6.7 Zytotoxizitätsversuche mit Zellkultureinsätzen (ZE) 
Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, stellen Zellkultureinsätze eine weitere Möglichkeit dar 
die Zytotoxizität von Biomaterialen zu testen. In dieser Arbeit wurden dazu ThinCertTM 
Zellkultureinsätze von Greiner bio-one (Frickenhausen) verwendet, deren Spezifikationen in                   
Tab. 3-9 dargestellt sind.  
ZE für Porendurchmesser Porendichte Membran 
12 Well 3,0 µm 0,6 x 106 pro cm²    PET, transparent 
Tab. 3-9 ThinCertTM Zellkultureinsätze 
Für die Zytotoxizitätsversuche mit Zellkultureinsätzen wurden SaOs-2 Zellen bzw. humane 
mesenchymale Stammzellen (hMSC Spender 342) mit 50 000 Zellen pro Einsatz besiedelt und 
für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 (SaOs-2) bzw. 7 % CO2 (hMSC) inkubiert. Anschließend 
wurden für 4 Tage vorinkubierte Eisenschäume (siehe 3.2.2) in neue 12-Welll Zellkulturplatten 
überführt. Die mit Zellen besiedelten Zellkultureinsätze wurden über die Eisenschäume in die 
Wells eingesetzt und mit 1 mL Medium (ZE inneres Volumen) und 3 mL Medium (ZE äußeres 
Volumen, im Well) aufgefüllt. Die Inkubation der mit Zellen besiedelten Einsätze erfolgte 
mit/ohne Fe-Schaum für 24 h und 7 d (mit/ohne täglichem Mediumwechsel) bei 37 °C und 5 % 
CO2 (SaOs-2) bzw. 7 % CO2 (hMSC) im Inkubator.  
Um zu untersuchen, ob Zellen die Korrosion beeinflussen, wurden im Vergleich zu besiedelten 
Zellkultureinsätzen mit/ohne Eisenschaum auch Eisenschäume ohne Zellen über 2, 4, 8 und 
14 Tage inkubiert. Bei der anschließenden Bestimmung korrosionsrelevanter Parameter wie die 
Eisenfreisetzung (nach 3.7.1) oder die H2O2-Bildung (nach 3.7.4) wurden der Überstand im 
Inneren des Zellkultureinsatzes und der äußere Well-Bereich getrennt voneinander betrachtet. 
Nach erfolgter Inkubation mit/ohne Eisenschaum wurden die Zellkultureinsätze in neue 
Zellkulturplatten überführt und die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend bei -80 °C 
eingefroren. 
3.6.8 Zytotoxizitätsversuche mit aufgelegten Proben 
Um das Zellverhalten an der Grenzfläche zum Biomaterial beobachten zu können, dienten 
Zytotoxizitätsversuche mit aufgelegten Proben. Hierzu wurden die Zellen mit einer 
Aussaatdichte von 15 000 hMSCs/cm2 (55 000 hMSCs/Well einer 12-Well Platte) auf PS in 
1 mL ausgesät. Nach 24 h Adhärenz im CO2-Inkubator bei 37 °C und 7 % CO2 wurden 4 Tage 
vorinkubierte (3.2.2), verschieden nach 3.2.1 bioaktivierte Eisenschäume (Fe: unmodifiziert und 
Fe-B: mit Brushit beschichtet) seitlich auf den Zellrasen aufgelegt und 4 mL frisches Medium 
zugegeben. 4 Tage nach Aussaat erfolgte bei konfluentem Zellrasen die Zugabe osteogener 
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Zusätze (10 mM ß-Glycerophosphat, 0,2 mM Ascorbinsäure und 10 nM Dexamethason), die bei 
jedem Mediumwechsel (2x wöchentlich) mitzuführen waren (die Stocklösungen für ß-
Glycerophosphat und Ascorbinsäure wurden dazu jeweils frisch angesetzt). Die Referenz-
Gruppe wurde weiterhin in Basismedium kultiviert. Die Zellernte erfolgte 7 d, 14 d, 21 d und 
28 d nach osteogener Induktion. Dabei wurde das Medium mittels Pasteurpipette abgesaugt 
und die Zellen für 10 min mit 1 mL PBS (37 °C) pro Well gewaschen. Nach Absaugen der 
Waschlösung wurden die Zellen für die LDH- und ALP-Messung (3.8.2 und 3.8.3) bei -80 °C 
eingefroren. Wohingegen bei den Proben für die qPCR-Analyse entsprechend nach 3.8.8.1 die 
RNA frisch isoliert und in cDNA (3.8.8.2) umgeschrieben wurde. 
Auch bei den Zytotoxizitätsversuchen mit aufgelegten Proben konnte der Einfluss von Zellen 
oder auch von Ascorbinsäure als Zusatz im Differenzierungsmedium auf das 
Korrosionsverhalten der unmodifizierten Eisenschäume untersucht werden. Hierzu erfolgte zum 
einen - wie bei den Zellkultureinsätzen auch - die Inkubation der Eisenschäume mit und ohne 
Zellen. Nach 7 Tagen wurde entsprechend nach 3.7.1 die Eisenfreisetzung sowie die H2O2-
Konzentration (3.7.4) im Überstand bestimmt.  
Für die Experimente zum Einfluss der Ascorbinsäure dagegen wurden die Zellen für 24 h, 7 d 
und 28 d mit und ohne Zugabe von Ascorbinsäure mit unmodifizierten Eisenschäumen im 
Zellkulturmedium inkubiert.  Die nach 3.8.8.1 frisch isolierte RNA, konnte nach Umschreiben in 
cDNA (3.8.8.2) in der qPCR nach Markern der oxidativen Stressabwehr entsprechend nach 
3.8.8.3 untersucht werden. Zusätzlich dienten nach 28 Tagen bei -80 °C eingefrorene Proben 
zur biochemischen Bestimmung der Zellzahl (3.8.2) und der Katalaseaktivität nach 3.8.4. 
3.6.9 Besiedlung der Eisenschäume mit Zellen 
Die Besiedlung der Eisenschäume mit Zellen erfolgte durch Tropfenbesiedlung beidseitig (oben 
und unten) der zylinderförmigen Proben. In der folgenden Tabelle Tab. 3-10 ist die 
Besiedlungsdichte für die einzelnen Zelltypen für Proben mit d=10 mm2 und h=4,5 mm 
dargestellt. Als Referenz wurden je nach Zellversuch außerdem Glasträger (d=10 mm2) 
einseitig besiedelt bzw. die Zellen direkt auf PS in 24-Well Platten ausgesät. Nach 4 Stunden 
Adhärenz in 24-Well Zellkulturplatten im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 (SaOs-2) bzw. 7 % 
CO2 (hMSC) wurden die Proben entweder für Adhäsionsversuche mit PBS gewaschen und bei   
-80 °C eingefroren oder wie in 3.6.10 beschrieben weiter inkubiert. 
Zelltyp Besiedlungsansatz Gesamtzellzahl 
SaOs-2 50 000 Zellen in 50 µL pro Probenseite 100 000 Zellen pro Probe 
hMSC 20 000 Zellen in 50 µL pro Probenseite 40 000 Zellen pro Probe 
Tab. 3-10 Besiedlungsansätze für verschieden bioaktivierte Eisenschäume (d=10 mm2 und h=4,5 mm) 
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3.6.10 Statische und dynamische Kultivierung von SaOs-2 und hMSCs 
Die verschieden bioaktivierten Eisenschäume wurden nach 3.2 für 4 Tage in Zellkulturmedium 
(SaOs-2: McCoy’s 5A 15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. hMSC: DMEM mit 10 % 
FBS; 1 % P/S und 2 mL L-Glutamin) vorinkubiert. Anschließend erfolgte die beidseitige 
Besiedlung der Schäume wie in 3.6.9 beschrieben (CPC-gefüllte Schäume wurden nur auf einer 
Seite besiedelt). Nach 4 Stunden Adhärenz in 24-Well Zellkulturplatten im Inkubator bei 37 °C 
und 5 % CO2 (SaOs-2) bzw. 7 % CO2 (hMSC) wurden die besiedelten Schäume (als Referenz 
wurden stets auch unbesiedelte Schäume mitgeführt) in 12-Well Platten für die statische Kultur 
bzw. in Perfusionscontainer für die dynamisch Kultivierung überführt. Während der 
Mediumwechsel in der statischen Kultur 2-mal wöchentlich (alle 3 bis 4 Tage) erfolgte, wurden 
die Zellen auf den Eisenschäumen in den Perfusionscontainern kontinuierlich mit 1 mL/h 
durchströmt.  
Die Vorratsflaschen wurden parallel zum Mediumwechsel der statischen Kultur mit frischem 
Medium aufgefüllt. Das Korrosionsprodukte enthaltende Medium wurde pro Perfusionscontainer 



















Abb. 3-4 Aufbau Perfusionskultur (V+ ... Vorratsflasche mit Differenzierungsmedium; V- ... Vorratsflasche mit 
Basismedium; Pa-Pd ... Perfusionskammern mit je 6 Eisenschäumen; Aa-Ad ... Abfallflaschen) 
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Für Proliferationsuntersuchungen wurden SaOs-2 Zellen auf den verschieden CPP-aktivierten 
Eisenschäumen sowohl statisch als auch dynamisch inkubiert. Die Zellernte erfolgte 3 d, 7 d, 
14 d und 21 d nach Aussaat. Dabei wurden die mit Zellen besiedelten und inkubierten 
Eisenschäume in neue 24-Well Platten überführt, für 10 min mit 1 mL PBS (37 °C) pro Well 
gewaschen und bei -80 °C eingefroren. Die Bestimmung der Zellzahl auf den Proben erfolgte 
entsprechend 3.8.2.  
Bei den mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurde neben der Proliferation auf den 
verschieden CPP-aktivierten Eisenschäumen auch die Differenzierung in Richtung Knochen 
untersucht. Die osteogene Induktion begann mit Zugabe von 10 mM ß-Glycerophosphat, 
0,2 mM Ascorbinsäure und 10 nM Dexamethason an Tag 4 nach Besiedlung und wurde bei 
jedem Mediumwechsel (2x wöchentlich) bzw. Auffüllen der Vorratsflasche für die dynamische 
Inkubation mitgeführt. Als Referenz erfolgte die osteogene Stimulation nur bei einem Teil der 
Zellen, der andere Teil wurde auch nach Tag 4 weiterhin in Basismedium kultiviert. Bei der 
Zellernte nach weiteren 7 d, 14 d, 21 d und 28 d wurden die mit Zellen besiedelten und 
inkubierten Eisenschäume in neue 24-Well Platten überführt und für 10 min mit 1 mL PBS 
(37 °C) pro Well gewaschen. Nach Absaugen der Waschlösung wurden die Proben für die LDH- 
(3.8.2) bzw. ALP-Messung (3.8.3) bei -80°C eingefroren. Bei den Proben für die qPCR-Analyse 
(3.8.8.3) wurde entsprechend 3.8.8.1 die RNA frisch isoliert und in cDNA (3.8.8.2) 
umgeschrieben.        
3.7 Analysemethoden – Biochemische und elektrochemische 
Charakterisierung 
Im Folgenden sind die Analysemethoden zur biochemischen und elektrochemischen 
Charakterisierung aufgeführt. Für die biochemische Charakterisierung ohne Zellen wurden die 
Eisenschäume in 12-Well Zellkulturplatten mit je 4 mL Zellkulturmedium bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. Nach 1, 2, 3, und 4 Tagen erfolgte die Bestimmung der Eisenfreisetzung 
nach 3.7.1, der Sauerstoffsättigung nach 3.7.2 und der H2O2-Konzentration nach 3.7.4 im 
Überstand. Ferner wurde der pH-Wert nach 3.7.3 überprüft und bei den CPP-beschichteten 
Eisenschäumen der Calcium- und Phosphatgehalt (3.7.5 und 3.7.6) im Überstand ermittelt. Der 
Mediumwechsel erfolgte in den ersten 4 Tagen täglich. Weitere Messpunkte erfolgten nach 7, 
14, 21 und 28 Tagen (Mediumwechsel 2-mal wöchentlich). 
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3.7.1 Bestimmung der Eisenionenkonzentration mittels Ferene 
Die Bestimmung der Eisenionenkonzentration im Überstand erfolgte in Anlehnung an den Eisen 
FS Ferene Kit von Diagnostic Systems International mit 3-(2-Pyridyl)-5,6-difuryl-1,2,4-triazin-
disulfonat (Ferene) nach Hennessy et al. [1984] Das Testprinzip beruht auf Bildung eines 
blauen Farbstoffkomplexes durch die Reaktion von Fe2+-Ionen mit Ferene. An das 
Speicherprotein Transferrin gebundenes Fe3+ muss zuvor jedoch mit Ascorbinsäure in Fe2+ 
umgewandelt werden. Die Absorption des gebildeten Farbstoffkomplexes wurde bei 590 nm 
(580-620 nm) gemessen und ist proportional zum Eisengehalt in der Lösung. 
 
Bestimmung der Eisenionenkonzentration mittels Eisen FS Ferene Kit 
1 mL eisenhaltiger Medium-Überstand wurde mit 2 µL 6 M HCl angesäuert. Anschließend 
erfolgte die Probenverdünnung mit 0,2 M Ascorbinsäure in 0,8 M Acetatpuffer entsprechend der 
zu erwartenden Eisenkonzentration. Für den Ferene Assay wurden 20 µL der angesäuerten 
und mit 0,2 M Ascorbinsäure verdünnten Probe pro Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte 
vorgelegt. Nach Zugabe von 200 µL R1 (Acetatpuffer; pH = 4,5)/ Well wurde für 10 min bei RT 
unter Schütteln inkubiert und an das Speicherprotein Transferrin gebundenes Fe3+ in Fe2+ 
umgewandelt. Anschließend erfolgte durch Zugabe von 50 µL R2 (Ascorbinsäure 45 mmol/L; 
Ferene 0,6 mmol/L; Thioharnstoff 20 mmol/L) die Bildung des blauen Farbstoffkomplexes, der 
nach 10 min bzw. Inkubation bei RT ü.N. bei 590 nm photometrisch bestimmt wurde. Durch die 
mittels des im Kit enthaltenen Standards (100 µg/dL) erstellte Kalibriergerade konnte 
anschließend auf den Eisengehalt in der Lösung geschlossen werden. 
 
Bestimmung der Eisenionenkonzentration mittels eigenem Ferene-Assay 
Für eine Unterscheidung der Fe2+ und Fe3+-Ionen sowie aus Kostengründen war es notwendig, 
einen eigenen Nachweis-Assay an den Kit von Diagnostic Systems International anzupassen. 
Hierfür kamen die in Tab. 3-11 dargestellten Reagenzien zum Einsatz. Die Inkubationszeiten 
entsprachen denen des Eisen FS Ferene Kit von Diagnostic Systems International. 
Puffer/Reagenz Bestimmung von Fe2+ Bestimmung von Fe2+ und Fe3+  
Ansäuern ohne Zugabe von 2 µL 6 M HCl zu 1 mL 
eisenhaltigem Medium-Überstand 
Verdünnungspuffer 0,8 M Acetatpuffer 0,2 M Ascorbinsäure in 0,8 M Acetat 
R1 0,8 M Acetatpuffer 0,8 M Acetatpuffer 
R2 0,6 mm/L Ferene in 0,8 M Acetatpuffer 0,6 mM Ferene und 0,2 M 
Ascorbinsäure in 0,8 M Acetatpuffer 
Tab. 3-11 Reagenzien für die Bestimmung der Eisenionenkonzentration im Überstand mittels Ferene 
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3.7.2 Bestimmung der Sauerstoffsättigung 
Die Sauerstoffsättigung im Überstand wurde mittels eines Labor-Messsystems Sauerstoff von 
SBU Schirmer + Dr. Berthold Umwelttechnik GmbH ermittelt. Dazu wurde 1,5 mL Medium 
abgenommen, in ein 1,5 mL Proben-Gläschen überführt und unter Rühren im geschlossenen 
Gefäß sofort die Sauerstoffsättigung bestimmt. Als Referenz diente Medium, das ohne 
Eisenschaum unter den gleichen Bedingungen gelagert wurde. 
3.7.3 Bestimmung des pH-Wertes 
Die pH-Wert-Bestimmung erfolgte mittels pH-Meter pH 526 Multical® (WTW, Weilheim). Dazu 
wurden 2 mL in ein 15-mL Zentrifugenröhrchen überführt und sofort der pH-Wert bestimmt. Als 
Referenz diente Medium, das ohne Eisenschaum unter den gleichen Bedingungen lagerte. 
3.7.4 Nachweis von H2O2 mittels Amplex Red  
Der Amplex® Red Hydrogen Peroxid/Peroxidase Assay Kit von invitrogen dient dem Nachweiß 
von H2O2 oder dem Nachweiß von Peroxidaseaktivität von biologischen Proben. In der 
Gegenwart von Peroxidase wird aus dem Amplex Red Reagenz (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine) mit H2O2 ein rot-fluoreszierendes Oxidationsprodukt (Resorufin) 
gebildet. Dieses kann sowohl fluorimetrisch als auch spektrophotometrisch bestimmt werden. 
Das Absorptionsmaximum von Resorufin liegt bei 571 nm und das Emissionsmaximum bei 
585 nm. Mit dem Assay können weniger als 10 pmol von H2O2 in 100 µL bzw. 105 U/mL von 
Peroxidase bestimmt werden. 
Für den Amplex® Red Hydrogen Peroxidase/Peroxidase Assay Kit wurden 50 µL Medium-
Überstand bzw. H2O2-Standard pro Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Nach 
Zugabe von 50 µL frisch hergestelltem Reaktionsmix (für 100 Tests: 50 µL 10 mM Amplex Red 
+ 100 µL 10 U/mL HRP + 4,85 mL 1x Puffer) wurde der Reaktionsansatz für 30 min bei 37 °C 
im Dunkeln inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der OD bei 560 nm (bzw. Fluoreszenz 
bei ex. 540 nm und em. 595 nm). 
3.7.5 Calciumbestimmung 
Calciumionen bilden mit o-Kresolphtalein-Komplexon in alkalischer Lösung einen violetten 
Farbstoffkomplex, dessen Extinktion proportional zur Calciumionenkonzentration in der Probe 
ist und bei einer Wellenlänge von 570 nm detektiert werden kann. 
Der Calciumgehalt konnte entweder aus Lysaten (Variante A) oder direkt auf der Probe 
(Variante B) gemessen werden. Bei Variante A wurden 96 µL Lysat mit 4 µL 6 M HCl ü.N. bei 
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4 °C in einer 96-Well Mikrotiterplatte inkubiert. Bei eingetrockneten unlysierten Proben (Variante 
B) wurden 500 µL einer 0,25 M HCl–Lösung zur Probe gegeben und ebenfalls ü.N. bei 4 °C 
inkubiert. Die Calciumbestimmung erfolgte mittels Fluitest®Ca-CPC Kit von Analyticon® 
Biotechnologies AG. Dazu wurden 10 µL der ü.N. angesäuerten Lösungen in einer 96-Well 
Mikrotiterplatte vorgelegt. Nach Zugabe von 300 µL frisch hergestellter Reaktionslösung (R1 – 
Pufferlösung; AMP-Puffer (pH 10,7); 350 mM und R2 – 8-Hydroxychinolin 6,9 mM; o-
Kresolphtalein-Komplexon 0,16 mM; HCl 0,06 mM; Detergenz – zu gleichen Teilen gemischt) 
wurde für 5 min im Dunkeln inkubiert und anschließend bei 570 nm die OD gemessen. Durch 
die mittels des im Kit enthaltenen Standards (10 mg/dL; 2,5 mM) erstellte Kalibriergerade 
konnte anschließend auf den Calciumgehalt in der Lösung geschlossen werden. 
3.7.6 Phosphatbestimmung 
Phosphat bildet mit Ammoniummolybdat in saurer Lösung einen anorganischen 
Phosphormolybdat-Farbstoffkomplex, dessen Extinktion proportional zur Phosphationen-
konzentration in der Probe ist und bei einer Wellenlänge von 340 nm detektiert werden kann. 
Der Phosphatgehalt wurde entweder im Zellkulturüberstand (Variante A) oder direkt auf der 
Probe (Variante B) gemessen. Bei Variante A wurden 96 µL Zellkulturüberstand mit 4 µL 6 M 
HCl ü.N. bei 4 °C in einer 96-Well Mikrotiterplatte inkubiert. Bei eingetrockneten unlysierten 
Proben (Variante B) wurden 500 µL einer 0,25 M HCl–Lösung zur Probe gegeben und ebenfalls 
ü.N. bei 4 °C inkubiert. Die Phosphatbestimmung erfolgte mittels Phosphat FS Kit von DiaSys. 
Dazu wurden 10 µL der ü.N. angesäuerten Lösungen in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. 
Nach Zugabe von 300 µL frisch hergestellter Reaktionslösung (4 Teile R1 – Pufferlösung; 
Glycin-Puffer; 50 mM und  1 Teil R2 – Ammoniummolybdat 1,75 mM; Glycinpuffer 50 mM) 
wurde für 5 min im Dunkeln inkubiert und anschließend bei 340 nm die OD gemessen. Durch 
die mittels des im Kit enthaltenen Standards (5 mg/dL; 1,61 mM) erstellte Kalibriergerade 
konnte anschließend auf den Phosphatgehalt in der Lösung geschlossen werden. 
3.7.7 Impedanzmessungen 
Neben der Konfektionierung geeigneter Probengeometrien bestand für die Impedanzmessungen 
die Herausforderung vor allem in der Kontaktierung der Proben, ohne dabei zusätzliche 
Widerstände in das System einzubringen oder Lokalelemente zu erzeugen und damit die             
Untersuchungsergebnisse zu verfälschen. Diese Zielstellung wurde durch die Nutzung von 
Eisendraht mit 99,99%-iger Reinheit für die Kontaktösen realisiert (Abb. 3-5 a), der bereits im 
Prozess der Grünkörperherstellung integriert wurde, sodass er bei dem folgenden Sinterprozess 
ohne zusätzliche Materialien direkt mit dem Metallschaum elektrisch leitend kontaktiert wurde. 
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Die Impedanzspektren wurden nach 0, 1, 7, 14, 21, 28-tägiger Inkubation sowie nach 8 und 
16 Wochen bei 37 °C am Potentiostaten VMP 3 (Biologic, Claix - Frankreich) galvanodynamisch 
und potentiodynamisch aufgenommen. Als Inkubationsmedium diente PBS supplementiert mit 
10 % FBS. Die Auswertung erfolgte nach dem in Abb. 3-5 b dargestelltem Ersatzschaltbild. Als 
Gegenelektrode diente eine Platin-Netz-Elektrode und als Referenzelektrode eine Silber-
Silberchlorid-Elektrode (mit KCl gesättigt). Die Elektrolyt-Lösung (PBS ohne FBS) wurde über 




Abb. 3-5 (a) Impedanzprobe und (b) Ersatzschaltbild zur Modellierung der EIS-Ergebnisse: 
Rel Elektrolytwiderstand; R1 Porenwiderstand; Q1 kapazitives Element der Doppelschicht von überlagerten
Schichten, Füllung, Proteinschicht etc; R2 Übergangswiderstand Metall-Elektrolyt; Q2 kapazitives Element der 
Doppelschicht in der Grenzfläche Metall-Elektrolyt. 
3.8 Analysemethoden – Zellbiologische Charakterisierung 
Für die Ermittlung der Adhäsionseffizienz sowie der Zellproliferation von SaOs-2 und hMSC war 
es nötig, zu unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten die Zellzahl zu bestimmen. Dies erfolgte 
indirekt durch Messung der Laktat-Dehydrogenase-Aktivität (LDH-Aktivität). Zum Nachweis der 
osteogenen Differenzierung der hMSC wurde die Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase 
(ALP-Aktivität) ermittelt und auf die jeweilige Zellzahl bezogen.  
3.8.1 Zelllyse 
Die bei -80 °C für mindestens 12 h eingefrorenen Zellen wurden für 30 min auf Eis aufgetaut. 
Das Einfrieren und Auftauen begünstigt die Zelllyse. Anschließend erfolgte die Zugabe von je 
500 µL frisch hergestelltem Lysepuffer (1 % Triton X-100 in PBS) pro Probe (Fe-Schaum, 
Glasträger bzw. PS) und Well. Bei Zytotoxizitätsversuchen in 96-Well Platten wurden 200 µL 
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Lysepuffer je Well eingesetzt. Für 50 min wurden die Zellen unter Schütteln bei RT im Dunkeln 
(wichtig, wenn anschließend DNA bestimmt werden sollte) auf Eis inkubiert. Nach 10 min im 
Ultraschallbad (Eis) konnte das Lysat für Proliferations- und Differenzierungs-Assays verwendet 
werden. 
3.8.2 Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Aktivitätsmessung 
Bei der Laktat-Dehydrogenase handelt es sich um eine Oxidoreduktase, die die Oxidation von 
Laktat unter Reduktion von NAD+ zu NADH + H+ zu Pyruvat und umgekehrt katalysiert. Die LDH 
kommt mit ihren 5 verschiedenen Isoenzymformen im Zytoplasma nahezu aller menschlicher 
Zellen vor. Bei gleich bleibender Syntheseleistung kann die Enzymaktivität mit Hilfe einer 
Kalibrierreihe mit der Zellzahl korreliert und somit zur Quantifizierung von Adhäsion und 
Proliferation herangezogen werden. Durch Zelllyse und die damit verbundene Zerstörung der 
Zellmembran wird LDH in das Umgebungsmedium abgegeben. Die Bestimmung der LDH-
Aktivität erfolgt anschließend mittels LDH Cytotoxicity Kit von TaKaRa. Das Testprinzip der 
LDH-Aktivitätsmessung beruht auf die Bildung eines roten Formazan, dass photometrisch 
nachgewiesen werden kann und direkt proportional zur LDH-Aktivität bzw. Zellzahl ist. 
Für die Messung wurden 50 µL/Well lysierte Probe in einer 96 Well-Platte vorgelegt. 
Anschließend wurde bei RT 50 µL frisch hergestellter Reaktionsmix zugegeben und für 5 – 
10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,5 M 
HCl abgestoppt und die optische Dichte am Photometer (SpectraFluor Plus, Tecan) bei 492 nm 
gemessen. 
3.8.3 Alkalische Phosphatase (ALP) 
Die alkalische Phosphatase als klassischer osteoblastärer Differenzierungsmarker kommt als 
membranständiges Enzym in Osteoblasten vor und katalysiert die Hydrolyse von 
Phosphorsäureestern. ALP kann über eine Farbreaktion von p-Nitrophenylphosphat zu                   
p-Nitrophenol nachgewiesen werden. Durch die Abspaltung des Phosphatrestes entsteht aus 
dem farblosen p-Nitrophenylphosphat das gelbe p-Nitrophenolat-Anion. Die Farbänderung wird 
als Extinktion bei einer Wellenlänge von 405 nm detektiert. 
25 µL Lysat wurde in einem 1,5 mL Eppendorfgefäß vorgelegt. Nach Zugabe 125 µL frisch 
hergestellter Substratlösung (1 Tablette (Sigma N2765) = 20 mg in 20 mL Substratpuffer auf 
1 mg/mL gelöst) wurde der Reaktionsansatz bei 37 °C im Dunkeln inkubiert und nach 30 min 
mit 63 µL 1 N NaOH die Farbreaktion abgestoppt. Anschließend wurde für 10 min bei 
14 000 rpm zentrifugiert und der Überstand (170 µL) in eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. 
Die Bestimmung der OD erfolgte am Photometer (SpectraFluor Plus, Tecan) bei 405 nm. 
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Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
ALP-Substratpuffer  0,1 M Diethanolamin 
0,1% Triton X-100 





ALP-Substratlösung  20 mM p-Nitrophenylphosphat 
in ALP-Substratpuffer 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
ALP-Produktlösung 20 mM p-Nitrophenylphosphat 
in ALP-Substratpuffer 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
ALP-Stopplösung 1 N NaOH FlukaChemika, Taufkirchen 
Tab. 3-12 Lösungen zum Nachweis der ALP-Aktivität 
3.8.4 Nachweis Katalaseaktivität mittels Amplex®Red Catalase Assay Kit 
Der Amplex® Red Catalase Assay Kit von Invitrogen dient dem Nachweis von Katalaseaktivität 
in biologischen Proben. Katalase als Enzym der oxidativen Stressabwehr katalysiert die 
Oxidation von H2O2 zu Wasser und Sauerstoff. Im Assay läuft zunächst diese Reaktion durch 
Zugabe von 25 µL 40 µM H2O2 zur Probe ab. Anschließend reagiert das restliche, nicht durch 
Katalase oxidierte H2O2 in der Gegenwart von HRP (horseradish peroxidase) mit dem Amplex 
Red Reagenz (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) zu einem rot-fluoreszierenden 
Oxidationsprodukt (Resorufin). Dieses kann sowohl fluorimetrisch als auch 
spektrophotometrisch bestimmt werden. Das Absorptionsmaximum von Resorufin liegt bei 
571 nm und das Emissionsmaximum bei 585 nm. Mit dem Assay können weniger als 50 mU/mL 
Katalaseaktivität bestimmt werden. 
Für den Nachweis der Katalaseaktivität wurden 50 µL Lysat (3.8.1) bzw. Katalasestandard pro 
Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Nach Zugabe von 25 µL 40 µM H2O2 kam es 
zum enzymatischen Abbau durch die Katalase zu Wasser und Sauerstoff. Nach 30 min 
Inkubation bei RT im Dunkeln wurden 50 µL frisch hergestellter Reaktionsmix bestehend aus 
100 µM Amplex Red und 0,4 U/mL HRP (in 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5) zugegeben und für weitere 
30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der OD bei 560 nm 
(bzw. Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 540 nm und Emissionswellenlänge von 
595 nm). 
3.8.5 Nachweis intrazellulärer ROS mittels DCDHF-DA 
2´,7´-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (DCDHF-DA) wird in der Literatur als eine oft 
eingesetzte Fluoreszenzprobe für den Nachweis von intrazellulären ROS beschrieben. DCDHF-
DA ist zellpermeabel und wird nach der Aufnahme in der Zelle durch intrazelluläre Esterasen 
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durch Hydrolyse der Acetatgruppe zu Dichlorodihydrofluorescein (DCDHF) umgewandelt. Das 
nicht fluoreszierende DCDHF wird durch ROS zum Fluorochrom Dichlorofluorescein (DCF) 
oxidiert [Hempel et al. 1999] und kann durch Anregung mit Licht der Wellenlänge 488 nm bei 
einer Emissionswellenlänge von 525 nm fluorimetrisch detektiert werden [Halliwell und 
Whiteman 2004]. 
Für den Nachweis intrazellulärer ROS wurden die adhärierten Zellen mit 50 µM DCDHF-DA für 
30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde nicht aufgenommenes DCDHF-DA durch                  
2-maliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen für 1 h mit H2O2 und/oder Eisenschäumen 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der Fluoreszenz bei ex. 485 nm und em. 535 nm. 
3.8.6 Nachweis von VEGF mittels ELISA 
Arbeitsschritt Reagenzien Zeit 
1.Adsorption des Beschichtungs-Antikörpers 100 µL 1 µg/mL goat-anti VEGF in PBS       (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)  ü.N. 
2. Waschen  400 µL 0,05 % Tween 20 in PBS                  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 3x 
3. Blockieren unspezifischer Bindungsstellen 100 µL 1 % BSA und 5 % Sucrose in PBS 1 h 
4. Waschen 400 µL 0,05 % Tween 20 in PBS                  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 3x 
5. Bindung des Antigens 
 
100 µL Mediumüberstand bzw. VEGF-
Standard 5 ng/ mL; 2,5 ng/ mL; 1,25 ng/ mL; 
0,62 ng/ mL; 0,3125 ng/ mL; 0,156 ng/ mL; 
0,078 µg/ mL in 1 % BSA in PBS 
2 h 
6. Waschen 400 µL 0,05% Tween 20 in PBS                  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 3x 
7. Bindung des Biotin-Detektions-Antikörpers  50 µL anti human VEGF BAF Biotin; 0,1 µg/ mL in 1 % BSA in PBS (R&D) 2h 
8. Waschen 400 µL 0,05 % Tween 20 in PBS                  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 3x 
9. Bindung der Streptavidin-Peroxidase  100 µL SA-HRP in 1 % BSA in PBS 20 min 
10. Waschen 400 µL 0,05 % Tween 20 in PBS                  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 3x 
11. Farbreaktion (im Dunkeln) 100 µL Tretramethylbenzidin                            (T444; TMB; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
15 – 20 
min 
12. Abstoppen 50 µL 2 N H2SO4  
13. Messung der Optischen Dichte 450 nm gegen 570 nm  
Tab. 3-13 Arbeitsvorschrift zum Nachweis von VEGF mittels Sandwich-ELISA 
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Der Nachweis des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF), einem Wachstumsfaktor, der 
bei Sauerstoffmangel unter Wirkung des Transkriptionsfaktors HIF1a verstärkt exprimiert wird, 
um die Sauerstoffzufuhr durch Gefäßbildung zu verbessern [Hashimoto et al. 1994; Linden et 
al. 2003; Van Lieshout et al. 2003], erfolgte mittels Sandwich-ELISA. Beim ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay) handelt es sich um ein antikörperbasierendes 
Nachweisverfahren, das im Falle des Sandwich-ELISAs im Rahmen der vorliegenden Arbeit wie 
in Tab. 3-13 dargestellt, durchgeführt wurde. 
3.8.7 Probenpräparation für Rasterelektronenmikroskop (REM) 
Die mit Zellen nach 3.6.9 besiedelten und nach 3.6.10 inkubierten Eisenschäume wurden zur 
Probenpräparation für das REM in eine 24-Well Platte überführt und mit je 1mL PBS/Well 
gewaschen (10 min bei 37 °C und 7 % CO2 (hMSC) bzw. 5% CO2 (SaOs-2)). Nach Absaugen 
des PBS erfolgte die Fixierung der Proben in 2,5 % Glutaraldehyd für 20 min bei 4 °C. Bis zur 
weiteren Bearbeitung wurden die fixierten Proben in 0,8 % Glutaraldehyd gekühlt bei 4 °C 
gelagert.  
Bevor die Proben getrocknet wurden, wurde mit je 1 mL bidest. H2O gespült. Da das Trocknen 
der Proben/Zellen durch Verdunstung des Wassers zu starken Strukturzerstörungen aufgrund 
der hohen Oberflächenspannung führen würde, musste den Proben/Zellen das Wasser durch 
eine aufsteigende Alkoholreihe (30 % - 50 % - 70 % - 80 % - 90 % - 100 % Ethanol absolut 
(Molsieb – wasserfrei) entzogen werden. Bei der darauffolgenden Kritisch-Punkt-Trocknung 
(Kritisch-Punkt-Trocknungsanlage CPD 030, Bal-tec GmbH, Witten) wurde der Alkohol gegen 
flüssiges CO2 ausgetauscht und durch Druck- und Temperaturerhöhung der kritische Punkt 
übergangen. Während die Temperatur über dem kritischen Punkt bleibt, wird anschließend der 
Druck gesenkt, sodass das flüssige CO2 sublimiert und in die Gasphase übergeht und die 
Proben bei erreichtem Normaldruck getrocknet entnommen werden können. 
Abschließend wurden die getrockneten Proben mit Kohlenstoff bedampft 
(Kleinbedampfungsanlage MED010, Balzers, Liechtenstein). Die Auswertung der 
Oberflächenstrukturen und die Morphologie der Zellen auf den verschiedenen Proben erfolgte 
im Rasterelektronenmikroskop XL 30 (Philips, Hamburg). 
3.8.8 Molekularbiologische Analyse 
Die quantitative Realtime PCR (qPCR) stellt eine Möglichkeit dar, die Aktivität bestimmter Gene 
auf transkriptioneller Ebene quantitativ nachzuweisen. Dabei war es zunächst notwendig die 
RNA der nach 3.6.6, 3.6.8 und 3.6.10 inkubierten Zellen zu isolieren und zu reinigen. Da die 
Polymerase, die in der PCR als Enzym eingesetzt wurde, nur DNA als Templat erkennt und 
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verarbeiten kann, musste die gereinigte RNA zunächst durch das Enzym Reverse Transkriptase 
in cDNA umgeschrieben werden. Mittels qPCR konnte die erhaltene cDNA mit Sequenz 
spezifischen Primern amplifiziert und auf Expression interessierender Marker analysiert werden. 
Zur Kontrolle, ob sich Primerdimere oder andere unerwünschte Nebenprodukte gebildet hatten, 
wurde im Anschluss an jede qPCR eine Schmelzkurve erstellt. Eine zusätzliche Sicherheit 
bietet die Untersuchung der Amplifikate mittels Agarosegelelektrophorese. 
3.8.8.1 RNA-Isolierung und -Reinigung 
Zur RNA-Isolierung diente der peqGOLD MicroSpin Total RNA Kit und der peqGOLD Dnase I 
Digest Kit (beides von peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen). Die mit PBS gespülten Zellen 
wurden zunächst mit 300 µL RNA-Lysepuffer für 5 min unter Schütteln bei Raumtemperatur 
lysiert. Nach Zugabe von 300 µL 70 %igem EtOH und gründlicher Homogenisierung wurde das 
Lysat auf eine PerfectBind RNA Säule überführt und bei 10 000 x g für 1 min zentrifugiert. Die 
im Zelllysat enthaltende RNA bindet an die Silikatgelmembran der Säule. Durch mehrmaliges 
Waschen mit speziell optimierten Puffern sowie einem DNase-I-Verdau wurden 
Verunreinigungen und DNA-Kontaminationen entfernt. Bevor die Elution der gereinigten RNA 
erfolgen konnte, musste die Säule durch 2-minütiges Zentrifugieren bei 10 000 x g zunächst 
getrocknet werden. Anschließend wurde die RNA in 20 µL RNase freiem Wasser bei 10 000 x g 
für 1 min eluiert und sofort auf Eis gelagert. Entweder wurde die RNA sofort weiter verarbeitet 
und in cDNA umgeschrieben oder bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA erfolgte am NanoDrop (peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei einer Wellenlänge von 260 nm. 1 OD-Einheit gemessen 
bei 260 nm entspricht 40 µg RNA/µL. Um die Qualität und Reinheit bewerten zu können, sind 
die in Tab. 3-14 dargestellten Kriterien zu beachten. Aminosäuren/Proteine zeigen bei 280 nm 
ein Absorptionsmaximum auf, weshalb vor allem der Quotient 260/280 für die Bewertung der 
Reinheit zu beachten ist. Liegt der Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 gilt die Probe als rein. 
Kleinere Werte zeigen die Anwesenheit von Aminosäuren/Proteinen an, Werte über 2,0 weisen 
auf Salz- oder Nukleotidverunreinigungen aufgrund fortschreitender RNA-Degradierung durch 
RNasen hin. 
Verhältnis A RNA DNA Proteine 
260/280 ~ 1,8 ~ 2,0 ~ 0,6 
260/230 sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen, wenn deutlich kleiner: Vorhandensein 
von EDTA, Kohlenhydraten, Phenolen, ... 
Tab. 3-14 Bewertungskriterien für die Reinheit von RNA und DNA 
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3.8.8.2 cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese wurde der First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR von AppliChem 
verwendet. Mit Hilfe dieses Kits und der darin enthaltenen Reversen Transkriptase können RNA 
Mengen von 0,2 bis 2,0 µg in einzelsträngige cDNA umgeschrieben werden. Im ersten Schritt 
wurde die zu transkribierende RNA in autoklavierten, dünnwandigen 0,2 mL PCR-tubes auf Eis 
mit Oligo(dT) Primer und Random Hexamer Primer nach dem in Tab. 3-15 dargestellten 
Pipettierschema vermischt. 
Reagenz pro 10 µL Reaktionsansatz 
zu transkribierende RNA    x µL (0,2 – 2,0 µg) 
Oligo(dT)20 Primer (40 µM)    1 µL (2 µM) 
Random Hexamer Primer (40 µM)    1 µL (2 µM) 
DEPC behandeltes RNase freies H2O    10 – 2 – x µL 
Tab. 3-15 RNA/Primer-Mischung für die cDNA-Synthese 
Die RNA/Primer-Mischung wurde für 10 min bei 70 °C im Thermocycler inkubiert und 
anschließend sofort wieder auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 8 µL RT-Reaktionsmix (2,5x - 
enthält Reverse Transkriptase, RNase Inhibitor, dNTP´s) und 2 µL DTT (100 mM) pro 
Reaktionsansatz und einer Inkubation von 10 min bei 25 °C erfolgte die cDNA-Synthese für 
60 min bei 42 °C im Thermocycler. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Kochen bei 70 °C 
für 15 min abgestoppt.  
Die Bestimmung der Konzentration der erhaltenen cDNA erfolgte am NanoDrop (peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei einer Wellenlänge von 260 nm. 1 OD-Einheit gemessen 
bei 260 nm entspricht 50 µg DNA/µL. Um die Qualität und Reinheit bewerten zu können, sind 
die in Tab. 3-14 dargestellten Kriterien zu beachten. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C 
bis zur weiteren Verwendung. 
3.8.8.3 Amplifikation spezifischer Sequenzen mittels quantitativer Realtime PCR 
Zum Nachweis der Genexpression bestimmter osteogener Marker sowie Enzyme der oxidativen 
Stressabwehr und des Eisenstoffwechsels diente in der vorliegenden Arbeit die quantitative 
Realtime PCR, die wie auch die herkömmliche Polymerase-Kettenreaktion auf die selektive 
Vervielfältigung bestimmter DNA-Fragmente mittels chemisch synthetisierter Oligonukleotide 
(im Folgenden als Primer bezeichnet) beruht. Nach Anlagerung der Primer an den 
Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz wird diese durch die DNA-Polymerase 
dupliziert. Durch Wiederholung mehrerer Zyklen der Denaturierung der DNA-Doppelstränge, 
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Primerhybridisierung und DNA-Synthese (Elongation) kommt es zur exponentiellen Vermehrung 
des zu untersuchenden DNA-Abschnittes. Im Fall der quantitativen Realtime PCR wird die 
Zunahme der DNA über die Zunahme der Fluoreszenz eines in doppelsträngiger DNA 
interkalierenden Farbstoffes (in der vorliegenden Arbeit: SyBrGreen) ermittelt. Die Messung am 
Ende jedes PCR-Zyklus erfolgt bei einer Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur der  
Amplifikate, sodass nur doppelsträngiges Produkt vorliegt, welches durch den eingelagerten 
Farbstoff fluoresziert. Je mehr DNA-Template zu Beginn der Reaktion vorliegen, desto weniger 
Zyklen sind notwendig, um den Punkt zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal signifikant 
höher ist als der Fluoreszenzhintergrund. Dieser als Cq-Wert (quantification cylcle oder auch Ct-
Wert: Treshold-Cycle) bezeichnete Punkt, liegt in der exponentiellen Phase der Amplifikation 
und wird mittels ∆∆Cq-Methode (Livak und Smittgen, 2001) zur relativen Quantifizierung der 
Genexpression herangezogen. 
Zum  Nachweis  der  Genexpression  wurden  je  100 ng  cDNA (3.8.8.2)  mit  je  0,2 µM 
genspezifischem Primer for und rev (Tab. 3-17, Tab. 3-18, Tab. 3-19, Tab. 3-20) sowie 2x 
Brilliant® II SYBR® Green QPCR Low ROX Master Mix (Agilent Technologies, Böblingen) in 
einem 25 µL Ansatz über 40 Zyklen im Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies, 
Böblingen), wie in Tab. 3-16 dargestellt, inkubiert.  
Inkubationsschritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
Initialisierung 95 °C 10 min 1 
Denaturierung 95 °C 30 s 
40 Annealing zw. 50 °C und 60 °C 30 s 
Elongation 72 °C 30 s 
Schmelzkurve 50 °C – 95 °C 30 s Temperaturerhöhung in 0,5 °C Schritten 
Tab. 3-16 Temperaturprofil der quantitativen Real-Time-PCR im Mx3005P QPCR System 
Zur Kontrolle der Amplifikate wurden die Proben nach dem letzten PCR-Zyklus in 0,5 °C-
Schritten von 50 °C bis auf 95 °C erhitzt und dabei gleichzeitig die Fluoreszenzintensität 
gemessen. Die daraus erhaltene Schmelzkurve lässt Aussagen über die Spezifität des PCR-
Produktes zu. Ist die Annealing-Temperatur zu niedrig gewählt, können aufgrund von 
unspezifischen Bindungen Primerdimere entstehen, die in der Schmelzkurve als Nebenpeaks 
auftreten. Bei zu hoher Temperatur ist allerdings die thermische Bewegung der Primer zu groß, 
sodass diese sich nicht richtig an das Templat anlagern und es zu keiner oder nur ineffizienten 
Produktbildung kommt. Die Annealing-Temperatur sollte daher ca. 2 bis 3 °C unter dem 
Schmelzpunkt der Primer liegen.  
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Im Folgenden sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer tabellarisch aufgeführt: 
Gen Primer Basensequenz Tm in °C 
GAPDH GAPDHfor 5´ - GAGTCAACGGATTTGGTCGT - 3´ 57,3 
GAPDHrev 5´ - TTGATTTTGGAGGGATCTCG - 3´ 55,3 
RPL13A RPL13Afor 5´ - AGCTCATGAGGCTACGGAAA - 3´ 57,3 
RPL13Arev 5´ - TTGCTCCCAGCTTCCTATGT - 3´ 57,3 
ACTB ACTBfor 5´ - AAACTGGAACGGTGAAGGTG - 3´ 57,3 
ACTBrev 5´ - AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT - 3´ 57,3 
Tab. 3-17 Zusammenstellung der verwendeten Primer zur Amplifizierung der house-keeping Gene 
 
Gen Primer Basensequenz Tm in °C 
ALP ALPfor 5´ - CCACGTCTTCACATTTGGTG - 3´ 57,3 
ALPrev 5´ - AGACTGCGCCTGGTAGTTGT - 3´ 59,4 
COL COLfor 5´ - CCTGGATGCCATCAAAGTCT - 3´ 57,3 
COLrev 5´ - AATCCATCGGTCATGCTCTC - 3´ 57,3 
BMP2 BMP2for 5´ - CCCAGCGTGAAAAGAGAGAC - 3´ 59,4 
BMP2rev 5´ - GAGACCGCAGTCCGTCTAAG - 3´ 61,4 
IBSP IBSPfor 5´ - AAAGTGAGAACGGGGAACCT - 3´ 57,3 
IBSPrev 5´ - GATGCAAAGCCAGAATGGAT - 3´ 55,3 
BGLAP 
(Osteocalcin) 
BGLAfor 5´ - GACTGTGACGAGTTGGCTGA - 3´ 59,4 
BGLArev 5´ - GCCCACAGATTCCTCTTCTG - 3´ 59,4 
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Gen Primer Basensequenz Tm in °C 
KAT CATfor 5´ - AGCTTAGCGTTCATCCGTGT – 3´ 59,9 
CATrev 5´ - TCCAATCATCCGTCAAAACA – 3´ 59,9 
SOD1 SOD1for 5´ - AGGGCATCATCAATTTCGAG – 3´ 60,0 
SOD1rev 5´ - ACATTGCCCAAGTCTCCAAC – 3´ 60,0 
SOD2 SOD2for 5´ - TTGGCCAAGGGAGATGTTAC – 3´ 59,9 
SOD2rev 5´ - AGTCACGTTTGATGGCTTCC – 3´ 60,1 
SOD3 SOD3for 5´ - CTGGGTGCAGCTCTCTTTTC – 3´ 60,1 
SOD3rev 5´ - ACATGTCTCGGATCCACTCC – 3´ 59,9 
GPX1 GPX1for 5´ - CAGTTGCAGTGCTGCTGTCT – 3´ 59,4 
GPX1rev 5´ - CTGACACCCGGCACTTTATT– 3´ 57,3 
GSR GSRfor 5´ - CAGTGGGACTCACGGAAGAT– 3´ 59,4 
GSRrev 5´ - AAACCCTGCAGCATTTCATC– 3´ 55,3 
GSS GSSfor 5´ - ACCGCTCGTCTCTTTGACAT– 3´ 57,3 
GSSrev 5´ - TTGCCAGCTTCTTTGGTCTT– 3´ 55,3 
Tab. 3-19 Zusammenstellung der verwendeten Primer zur Amplifizierung der Gene der oxidativen Stressabwehr 
 
Gen Primer Basensequenz Tm in °C 
FTH FTHfor 5´ - TGCTTCAACAGTGCTTGGAC - 3´ 57,3 
FTH1rev 5´ - GCCTCTGAGTCCTGGTGGTA - 3´ 61,4 
FTL FTLfor 5´ - AGAAGATGGGTGACCACCTG - 3´ 59,4 
FTL1rev 5´ - CATTTGGTCCAAGGCTTGTT - 3´ 55,3 
FTM FTMfor 5´ - GAACCAGTCGTTGCTGGAAT - 3´ 57,3 
FTM1rev 5´ - GCTCGTGGCTTAGTTCTGCT - 3´ 59,4 
TF TFfor 5´ - GCCAAGATGTACCTGGGCTA - 3´ 59,4 
TFrev 5´ - CATTCATGATCTTGGCGATG - 3´ 55,3 
TFR2 TFR2for 5´ - GTGTCCTGAAGCAGGTGGAT - 3´ 59,4 
TFR2rev 5´ - TTTGTGTGCAGGAATGGGTA - 3´ 55,3 
TFCR TFCRfor 5´ - AAAATCCGGTGTAGGCACAG - 3´ 57,3 
TFCRrev 5´ - TTAAATGCAGGGACGAAAGG - 3´ 55,3 
Tab. 3-20 Zusammenstellung der verwendeten Primer zur Amplifizierung der Gene des Eisenstoffwechsels 
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4 Ergebnisse 
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten in vitro Untersuchungen zur Charakterisierung verschieden CPP-aktivierter 
Eisenschäume dargestellt. Im ersten Teil sind die Ergebnisse der biochemischen und 
elektrochemischen Untersuchungen zum Korrosionsverhalten ohne Zellen zusammengestellt. 
Neben der Beschichtung bzw. Füllung mit Calciumphosphatphasen wird dabei der Einfluss des 
Inkubationsmediums, die Zugabe von Medienzusätzen und Proteinen sowie die Häufigkeit des 
Medienwechsels auf die Korrosionsgeschwindigkeit analysiert. Im zweiten Teil sind die 
Ergebnisse der Zelluntersuchungen dargestellt. Hierbei wird zum einen der Einfluss der Zellen 
auf die Beschichtung und das Korrosionsverhalten der jeweiligen Eisenschäume betrachtet. 
Zum anderen soll der Einfluss von Korrosionsprodukten auf das Zellverhalten (Adhäsion, 
Proliferation und Differenzierung) untersucht werden. 
4.1 Biochemische und elektrochemische Charakterisierung – ohne 
Zellen 
Den wichtigsten Parameter für die Charakterisierung des Korrosionsverhaltens der verschieden 
CPP-bioaktivierten Eisenschäume stellt die Eisenfreisetzung als Maß für die 
Korrosionsgeschwindigkeit dar. Darüber hinaus sind die Sauerstoffsättigung und die Bildung 
freier reaktiver Sauerstoffspezies wesentliche Untersuchungsmerkmale. Weitere Aussagen zum 
Korrosionsverhalten können durch elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) abgeleitet 
werden. Im Zusammenhang mit der Beschichtung bzw. Füllung der Eisenschäume mit 
verschiedenen Calciumphosphatphasen (3.2.1) wird neben den korrosionsrelevanten 
Parametern auch die Veränderung des Calcium- und Phosphatgehaltes im Inkubationsmedium 
betrachtet. 
4.1.1 Eisenfreisetzung 
In den folgend dargestellten Untersuchungen wird zunächst die Eisenfreisetzung in 
Abhängigkeit des Inkubationsmediums betrachtet. Die Ergebnisse zum Einfluss auf die 
Korrosionsgeschwindigkeit sind für die beiden Zellkulturmedien McCoy’s und DMEM in               
Abb. 4-1 über einen Inkubationszeitraum von 28 Tagen mit täglichem Mediumwechsel 
dargestellt. Während für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume sowohl in McCoy’s als 
auch in DMEM über den gesamten Inkubationszeitraum nahezu keine Eisenfreisetzung zu 
beobachten ist, zeigen die unmodifizierten und die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisen-  
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Abb. 4-1 Eisenfreisetzung von verschiedenen CPP-bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit 
Hydroxylapatit beschichtet (HA) und Fe mit Brushit beschichtet (B)) nach Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S 
und 2 mM L-Glutamin) bzw. in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) 
bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) über 28 d mit täglichem Mediumwechsel. Kontrolle=Medium ohne Eisenschäume. 
(a) Eisenkonzentration [mg/mL] in DMEM; (b) Eisenkonzentration [mg/mL] in McCoy’s  
(c) Eisenfreisetzung [µg/g Eisen] in DMEM; (d) Eisenfreisetzung [µg/g Eisen] in McCoy’s 
schäume in Abhängigkeit des Inkubationsmediums starke Korrosionserscheinungen. Die 
höchste gemessene Eisenkonzentration beträgt für die unmodifizierten Eisenschäume nach 
einem Tag Lagerung ca. 80 µg/mL in DMEM bzw. ca. 40 µg/mL in McCoy’s. Dies entspricht 
einer initialen Eisenfreisetzung von 800 µg/g Eisen (DMEM) bzw. 470 µg/g Eisen (McCoy’s). 
Durch die Beschichtung mit HA wird die Korrosion herabgesetzt und liegt in DMEM bei 400 µg/g 
Eisen (35 µg/mL) bzw. in McCoy’s bei 190 µg/g Eisen (15 µg/mL) nach den ersten 24 h. 
Innerhalb der ersten Woche fällt die Eisenkonzentration im Überstand bei der Lagerung der 
unmodifizierten Eisenschäume auf ein Viertel (ca. 20 bis 30 µg/mL in DMEM bzw. ca. 10 µg/mL 
in McCoy’s). Über die weitere Inkubationszeit von 7 bis 28 Tagen stabilisiert sich dieser Wert 
und die Eisenfreisetzung liegt in DMEM bei ca. 250 µg/g Eisen pro Tag bzw. in McCoy’s bei ca. 
80 µg/g Eisen pro Tag (Tab. 4-1). Bei den mit HA beschichteten Schäumen ist dagegen ein 
abweichendes Korrosionsverhalten zu beobachten. Während sich die Eisenfreisetzung bei den 
unmodifizierten Schäumen auf einen um einen Mittelwert schwankenden Wert einstellt, sinkt die 
Eisenabgabe bei Fe-HA kontinuierlich ab und geht in DMEM nach ca. 12 Tagen und in 
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 McCoy’s bereits nach ca. 7 Tagen gegen Null. Unter der Annahme, dass die Eisenfreisetzung 
für die unmodifizierten Eisenschäume über einen längeren Inkubationszeitraum konstant bleibt, 
lässt sich, wie in Tab. 4-1 dargestellt, eine hypothetische Abbauzeit der Schäume in den 
untersuchten Inkubationsmedien DMEM und McCoy’s berechnen. Demnach wäre ein 
Eisenschaum mit 10 mm Durchmesser und 5 mm Höhe in vitro bei statischer Lagerung bei 
37 °C und 5 % CO2 in einer 12-Well Zellkulturplatte mit 4 mL DMEM (10 % FBS, 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) bei täglichem Mediumwechsel nach knapp 4 Jahren vollständig korrodiert. In 
McCoy’s ist die Eisenfreisetzung wesentlich geringer, sodass sich hier eine Abbauzeit von über 
12 Jahren ergibt.  
Medium [µg/g Eisen pro Tag]* Gewicht pro           Fe-Schaum [g] 





McCoy’s 78,05 12,56 
Tab. 4-1 Hypothetisch ermittelte Abbauzeit der Eisenschäume (Durchmesser: 10 mm; Höhe: 5 mm) unter folgenden
Lagerbedingungen: statisch in 12-Well Zellkulturplatte mit 4 mL Medium pro Well und Eisenschaum, 37°C,
Mediumwechsel täglich. Die hier angegebenen Korrosionsgeschwindigkeiten* ergeben sich aus dem Mittelwert der
Lagerung [7 d ... 28 d]. 
Für die unmodifizierten Eisenschäume und die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume, 
die die stärksten Korrosionserscheinungen zeigen, soll in Abb. 4-2 die Eisenfreisetzung 
detaillierter betrachtet werden. Während in den Teilabbildungen Abb. 4-2 a für Fe und               
Abb. 4-2 b für Fe-HA die Gesamteisenfreisetzung dargestellt ist, wird in Abb. 4-2 c Fe und 
Abb. 4-2 d Fe-HA nur das freigesetzte Eisen bestimmt, das als zweiwertige Ionen in Form von 
Fe2+ vorliegt. Erreicht wird dies durch den in 3.7.1 beschriebenen Ferene-Assay ohne Zugabe 
von Ascorbinsäure. 
Es ist deutlich erkennbar, dass der größte Teil des freigesetzten Eisens in Form von Fe3+ 
vorliegt und nur ein geringer Anteil als Fe2+. Während die initiale Gesamteisenfreisetzung für Fe 
in DMEM 80 µg/mL und in McCoy’s ca. 60 µg/mL beträgt, sind davon mit je ca. 10 µg/mL 
lediglich 10 % (DMEM) bzw. 20 % (McCoy’s) als Fe2+ detektierbar (Abb. 4-2 e). Ähnlich verhält 
es sich mit Fe-HA. Hier werden zu Beginn der Inkubation nach 24 h im Vergleich zu den 
unmodifizierten Eisenschäumen zwar nur ca. 30 µg/mL (DMEM) bzw. knapp 20 µg/mL 
(McCoy’s) Gesamteisen freigesetzt, aber auch hier liegt der Anteil an Fe2+-Ionen mit ca. 
6 µg/mL (DMEM) und 5 µg/mL (McCoy’s) unter 30 % (Abb. 4-2 f). Im Verlauf der Inkubations-                  
zeit von 4 Tagen mit täglichem Mediumwechsel nimmt die Eisenfreisetzung entsprechend der 
Beobachtungen aus Abb. 4-2 sowohl für Fe als auch für Fe-HA kontinuierlich ab, sodass die im 
Überstand gemessene Gesamteisenkonzentration für Fe bei 30 µg/mL (DMEM) bzw. 20 µg/mL 
(McCoy’s) und für Fe-HA bei 10 µg/mL in DMEM bzw. 5 µg/mL in McCoy’s liegt. 







Abb. 4-2 Eisenfreisetzung von verschiedenen unmodifizierten Eisenschäumen (Fe) und mit Hydroxylapatit
beschichteten Eisenschäumen (Fe-HA) nach Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bzw. 
in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) 
nach 1 d, 2 d, 3 d und 4 d mit täglichem Mediumwechsel. 
Bestimmung der Fe2+- und Fe3+-Konzentration im Überstand [µg/mL] für (a) Fe und (b) Fe-HA 
Bestimmung der Fe2+-Konzentration im Überstand [µg/mL] für (c) Fe und d) Fe-HA 
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Aufgrund dessen, dass dagegen die Fe2+-Ionenkonzentration über den untersuchten 
Inkubationszeitraum mit ca. 8 µg/mL bis 10 µg/mL für Fe bzw. mit ca. 6 µg/mL für Fe-HA 
nahezu konstant bleibt, erhöht sich für beide Eisenschaumtypen der prozentuale Anteil der 
Eisen(II)-Ionen in der Lösung. So liegen nach 4 Tagen bei den unmodifizierten Schäumen 30 % 
(DMEM) bzw. 50 % (McCoy’s) des freigesetzten Eisens als Fe2+ vor. Für die weniger stark 
korrodierenden Fe-HA werden Werte von 50 % in DMEM und sogar 80 % in McCoy’s erreicht. 
Zusammenfassend lässt sich für diese Untersuchungen festhalten, dass die unmodifizierten 
Eisenschäume die größte Gesamteisenfreisetzung zeigen – in DMEM stärker als in McCoy’s. 
Für beide korrodierenden Schaumtypen (Fe und Fe-HA) liegt der überwiegende Teil des 
freigesetzten Eisens in Form von Fe3+-Ionen vor. Über einen Inkubationszeitraum von 4 Tagen 
sinkt die Gesamteisenionenkonzentration für beide Substrate im Überstand deutlich ab. Die 
Fe2+-Ionenkonzentration bleibt nahezu konstant, sodass prozentual gesehen der Fe2+-Anteil im 
Überstand bezogen auf den Gesamteisengehalt in der Lösung ansteigt. Auffällig dabei ist, dass 
im Gegensatz zum Gesamteisengehalt dieser Effekt in McCoy’s ausgeprägter ist als in DMEM. 
Auch liegt der Anteil an Fe2+-Ionen für Fe-HA höher als für die unmodifizierten Eisenschäume. 
Wie in Abb. 4-3 dargestellt, sind bereits nach einem Tag Lagerung in Zellkulturmedium 
deutliche Ablagerungen von Korrosionsprodukten auf den unmodifizierten Eisenschäumen 
erkennbar. Die zuvor glatte Oberflächen (Teilabbildung Abb. 4-3 e) wird durch die Inkubation in 
wässriger Lösung ausgelöste Korrosion brüchig (Abb. 4-3 f). Es kommt zur Ablagerung feiner 
Korrosionspartikel. Auch bei geringerer Vergrößerung in den Teilabbildungen Abb. 4-3 b und 
Abb. 4-3 d sind deutliche Veränderungen an den Eisenschäumen erkennbar. Die 
Schaumstruktur bleibt als solches zwar erhalten, aber bereits nach einem Tag Lagerung zeigen 
sich starke Korrosionserscheinungen im Vergleich zum Ausgangszustand (Abb. 4-3 a und  
Abb. 4-3 c). 
Wie bereits in Abb. 4-1 erkennbar, ist die Eisenfreisetzung durch die Beschichtung mit 
Calciumphosphatphasen mehr (Brushit) oder weniger stark (HA) gehemmt. Diese Unterschiede 
im Korrosionsverhalten der verschieden bioaktivierten Eisenschäume sind auch im 
Rasterelektronenmikroskop qualitativ in den Abbildungen Abb. 4-4 und Abb. 4-5 ersichtlich.           
Während die mit HA beschichteten Eisenschäume bereits bei geringer Vergrößerung            
(Abb. 4-4 b) ähnliche Korrosionserscheinungen in der Schaumstruktur wie die unmodifizierten 
Schäume zeigen, sind bei den mit Brushit beschichteten Schäumen erst bei größerer 
Vergrößerung in den Teilabbildungen Abb. 4-5 d und Abb. 4-5 f Ablagerungen von 
Korrosionspartikeln erkennbar. Die Brushitplatten als solches bleiben auch nach 28 Tagen 
Lagerung in Zellkulturmedium erhalten. Die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume 
zeigen in Abb. 4-4 d und Abb. 4-4 f neben den abgelagerten Korrosionspartikeln auch 
Veränderungen der Oberfläche, die im Vergleich zu den unmodifizierten Schäumen allerdings  




Abb. 4-3 REM-Aufnahmen unmodifizierter Eisenschäume vor (a, c, e) und nach (b, d, f) Inkubation in DMEM (10 % 
FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5 % CO2. 










Abb. 4-4 REM-Aufnahmen mit Hydroxylapatit beschichteter Eisenschäume vor (a, c, e) und nach (b, d, f) 28 d 
Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5 % CO2. 










Abb. 4-5 REM-Aufnahmen Brushit beschichteter Eisenschäume vor (a, c, e) und nach (b, d, f) 28 d Inkubation in 
DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5 % CO2. 












































Abb. 4-6 Eisenfreisetzung [µg/g Eisen pro Tag] von mit Brushit beschichteten (Fe-B) und Hydroxylapatit
beschichteten Eisenschäumen (Fe-HA) nach Inkubation in (a) DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin)
bzw. in (b) McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2
(McCoy’s) über 28 d mit täglichem Mediumwechsel. 
wesentlich schwächer ausgeprägt sind. 
Aufgrund der in Abb. 4-5 zu beobachteten Ablagerungen von Korrosionsprodukten auf den mit 
Brushit beschichteten Eisenschäumen, soll die Eisenfreisetzung aus Abb. 4-1 in Abb. 4-6 auf 
einer kleineren Skala noch einmal genauer betrachtet werden. Zum Vergleich sind auch die 
Werte für Fe-HA dargestellt, allerdings liegt die Eisenfreisetzung hier in den ersten 11 Tagen in 
DMEM bzw. in den ersten 5 Tagen in McCoy’s außerhalb des hier dargestellten Messbereichs, 
sodass für diese Zeiträume keine Werte im Diagramm enthalten sind. Für Fe-B fällt auf, dass 
bei längerer Inkubationszeit zunehmende Mengen an Eisen freigesetzt werden. Insbesondere in 
DMEM steigt die Eisenfreisetzung bereits nach 7 Tagen leicht an und erreicht nach 14 Tagen 
mit 10 µg/g Eisen Werte, wie für Fe-HA gemessen werden können. Im weiteren Verlauf sinkt die 
Korrosion von Fe-HA unter 5 µg/g Eisen, wohingegen die mit Brushit beschichteten 
Eisenschäume ca. 10 bis 15 µg/g Eisen freisetzen. In McCoy’s dagegen korrodieren die 
verschiedenen (CPP-aktivierten) Eisenschäume wie bereits in Abb. 4-1 festgestellt deutlich 
weniger, sodass auch für Fe-B die Werte geringer ansteigen als in DMEM. Erst nach 15 Tagen 
ist ein leichter Anstieg der Eisenwerte zu beobachten. Mit fortschreitender Inkubation steigt die 
Eisenfreisetzung im Gegensatz zu Fe-HA (Absinken der Eisenfreisetzung auf 1 µg/g Eisen pro 
Tag) für Fe-B in McCoy’s weiter an, bleibt jedoch über den gesamten Inkubationszeitraum unter 
5 µg/g Eisen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die unmodifizierten Eisenschäume am stärksten 
korrodieren - in DMEM stärker als in McCoy’s. Dies ist sowohl quantitativ in der 
Eisenfreisetzung als auch qualitativ in den REM-Aufnahmen durch starke 
Korrosionserscheinungen in und an der Probenoberfläche nachweisbar. Durch die 
Beschichtung mit den Calciumphosphatphasen Brushit und HA wird sowohl die 
Eisenfreisetzung als auch die Ablagerung von Korrosionspartikeln auf der Probenoberfläche in 
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unterschiedlichem Maße gehemmt. Bei den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen ist über 
28 Tage nahezu keine Eisenfreisetzung messbar, wohingegen die mit HA beschichteten 
Schäume in Abhängigkeit vom Inkubationsmedium mehr oder weniger stark korrodieren und 
Eisen freisetzen. Rasterelektronenmikroskopisch sind jedoch nach 28 Tagen auch bei Fe-B 
Korrosionserscheinungen erkennbar. 
Neben der Beschichtung mit Brushit bzw. HA werden nach 3.2.1 mit MgCPC und 1P CPC 
gefüllte Eisenschäume ebenfalls zur Untersuchung der Eisenfreisetzung in McCoy’s und DMEM 
für 4 Tage bei 37 °C mit täglichem Mediumwechsel inkubiert und die Eisenkonzentration im 
Überstand ermittelt. Wie in Abb. 4-7 zu erkennen, zeigen die MgCPC gefüllten Eisenschäume 
keine visuell wahrnehmbaren Korrosionserscheinungen. Für Fe-B+1P CPC sind Oberseite und 
Unterseite getrennt zu betrachten. Während auf der Oberseite nahezu keine Korrosion zu 
beobachten ist, weist die Unterseite sowohl in DMEM als auch in McCoy’s Verfärbungen auf, 
die auf Korrosionsprozesse zurückzuführen sind. Die Beobachtungen aus Abb. 4-7 spiegeln 
sich bereits in der Eisenfreisetzung nach 24 h Inkubation in den verschiedenen Zellkulturmedien 
wieder.  
 Fe-B+MgCPC Fe-B+1P CPC 







Abb. 4-7 Foto-Aufnahmen von MgCPC und 1P CPC gefüllten Eisenschäumen nach 4 d Lagerung in DMEM (10 % 
FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bzw. McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin) bei 37°C und 7 % 
CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) mit täglichem Mediumwechsel. 
Die Ergebnisse für Fe-B+MgCPC und Fe-B+1P CPC in DMEM sind in Abb. 4-8 im Vergleich zu 
mit Brushit beschichteten Eisenschäumen (Fe-B) dargestellt. Als Kontrolle dient 
Zellkulturmedium, das ohne Schäume unter den gleichen Bedingungen für 24 h bei 37 °C 
gelagert wird. Aufgrund der schwankenden Werte bei 1P CPC gefüllten Schäumen sind in 
dieser Abbildung keine Mittelwerte sondern die Einzelwerte von 6 Proben dargestellt. Während 
für Fe-B+MgCPC wie auch für Fe-B keine Eisenfreisetzung zu beobachten ist, werden bei der 







Abb. 4-8 Eisenfreisetzung und Foto-Aufnahmen verschiedener CPP-bioaktivierter Eisenschäume (Fe mit Brushit 
beschichtet (Fe-B); Fe mit MgCPC gefüllt (Fe-B+MgCPC) und Fe mit 1P CPC gefüllt (Fe-B+1P CPC)) nach Inkubation 
in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2. 
(a) Eisenkonzentration [µg/mL] nach 24 h; (b) Oberseite Fe-B+1P CPC nach 4 d Lagerung in DMEM 
(c) Eisenfreisetzung [µg/g Eisen] nach 24 h; (d) Unterseite Fe-B+1P CPC nach 4 d Lagerung in DMEM 
Lagerung von Fe-B+1P CPC in DMEM Eisenkonzentrationen von 0 µg/mL bis 4 µg/mL 
gemessen (Teilabbildung Abb. 4-8 a). Dies entspricht einer maximalen Eisenfreisetzung in 
Abb. 4-8 c von 40 µg/g Eisen nach 24 h.  
Die Eisenfreisetzung der 1P CPC gefüllten Schäume liegt damit 10-fach bzw. 20-fach niedriger 
als für Fe-HA bzw. Fe in DMEM (Abb. 4-1 c). Die für Fe-B+1P CPC stark schwankenden Werte 
in der Eisenfreisetzung korrelieren mit der in den Teilabbildungen Abb. 4-8 b und Abb. 4-8 d 
dargestellten Verfärbungen nach 4 Tagen Lagerung in DMEM an der Schaumoberfläche – 
insbesondere auf der Unterseite. Während auf der Oberseite lediglich bei 2 von 6 Schäumen 
geringe Korrosionserscheinungen zu erkennen sind, schwankt das Bild auf der Unterseite von 
keiner bis sehr starker Verfärbung. Auch innerhalb einer Probe sind die korrosionsbedingten 
Ablagerungen nicht homogen verteilt, sondern zeigen unterschiedliche Intensitäten. 
 







Abb. 4-9 Eisenfreisetzung und Foto-Aufnahmen verschiedener CPP-bioaktivierter Eisenschäume (Fe mit Brushit 
beschichtet (Fe-B); Fe mit MgCPC gefüllt (Fe-B+MgCPC) und Fe mit 1P CPC gefüllt (Fe-B+1P CPC)) nach Inkubation 
in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5 % CO2. 
(a) Eisenkonzentration [µg/mL] nach 24 h; (b) Oberseite Fe-B+1P CPC nach 4 d Lagerung in McCoy’s 
(c) Eisenfreisetzung [µg/g Eisen] nach 24 h; (d) Unterseite Fe-B+1P CPC nach 4 d Lagerung in McCoy’s 
Ein ähnliches Korrosionsverhalten ist bei der Lagerung der MgCPC und 1P CPC gefüllten 
Eisenschäume in McCoy’s-Medium in Abb. 4-9 zu beobachten. Während auch hier für Fe-B 
und Fe-B+MgCPC kaum Eisen im Überstand detektiert werden kann, liegen die Werte für                        
Fe-B+1P CPC ähnlich stark gestreut. Die Werte schwanken von 0,4 µg/mL bis ca. 3,5 µg/mL. 
Dies entspricht Eisenfreisetzungen (Abb. 4-9 c) von 4 µg/g Eisen bis 35 µg/g Eisen pro Tag. Im 
Unterschied zur Lagerung in DMEM sind hier bei allen 1P CPC gefüllten Eisenschäumen 
korrosionsbedingte Verfärbungen nur auf der Probenunterseite (Abb. 4-9 d) zu beobachten. Auf 
der Oberseite in Teilabbildung Abb. 4-9 b sind nach 4 Tagen keine Veränderungen mit dem 
bloßen Auge erkennbar. 3 von 6 Schäumen zeigen dagegen auf der Unterseite relativ 
gleichmäßig verteilte rostfarbene Verfärbungen. Bei der anderen Hälfte sind entsprechend der 
gemessenen Eisenfreisetzung in Abb. 4-9 a und Abb. 4-9 c nur geringe 
Korrosionserscheinungen zu sehen. 
Zusammenfassend für die mit verschiedenen Calciumphosphat-Zementen gefüllten 
Eisenschäume lässt sich sagen, dass wie für die mit Brushit beschichteten Schäume (Fe-B) für 
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Fe-B+MgCPC weder in DMEM noch in McCoy’s eine Eisenfreisetzung messbar ist. Dieses 
Verhalten ändert sich über einen Inkubationszeitraum von 28 Tagen mit täglichem 
Mediumwechsel (hier nicht graphisch dargestellt) nicht. 1P CPC gefüllte Eisenschäume 
dagegen zeigen bereits nach einem Tag Lagerung sowohl in DMEM als auch in McCoy’s 
geringe Korrosionserscheinungen, die sowohl im Überstand als Eisenfreisetzung messbar sind 
als auch nach 4 Tagen Inkubation durch korrosionsbedingte Verfärbungen insbesondere auf 
der Schaumunterseite auftreten. 
4.1.2 Sauerstoffsättigung 
Der Prozess der Eisenkorrosion in physiologischen Lösungen geht einher mit dem Verbrauch 
von Sauerstoff und der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, weshalb auch diese interessante 
Parameter bei der Charakterisierung des Korrosionsverhaltens darstellen. 
Abb. 4-10 zeigt die Sauerstoffsättigung im Überstand nach Inkubation von verschiedenen CPP-
bioaktivierten Eisenschäumen in den Zellkulturmedien DMEM und McCoy’s bei 37 °C und 7 % 
CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) zu verschiedenen Inkubationszeitpunkten.  
Als Kontrolle dient das entsprechende Medium, das ohne Fe-Schäume unter gleichen 
Bedingungen gelagert wird. Die Sauerstoffsättigung in der Kontrolle wird als 100 % festgelegt. 
In Teilabbildung Abb. 4-10 a ist zunächst die Sauerstoffsättigung für Fe, Fe-HA, Fe-B und 
Fe+MgCPC bei Lagerung in McCoy’s über einen Inkubationszeitraum von 4 Tagen mit 
täglichem Mediumwechsel dargestellt. Wie bereits in Kapitel 4.1.1 bei der Eisenfreisetzung 
zeigen die mit Brushit beschichteten Eisenschäume sowie die mit MgCPC gefüllten 
Eisenschäume auch bei der Sauerstoffsättigung keine Anzeichen einer stattfindenden 
Korrosion. Über den gesamten Inkubationszeitraum liegt die Sauerstoffsättigung im Überstand 
im Bereich der Kontrolle bei ca. 100 %. In Abhängigkeit ihres Korrosionsverhaltens zeigen 
dagegen die unmodifizierten Schäume und die mit Hydroxylapatit beschichten Schäume 
unterschiedlich starken Einfluss auf die Sauerstoffsättigung. Die größte Sauerstoffzehrung ist 
für die unmodifizierten Eisenschäume an Tag 1 nach Beginn der Lagerung mit ca. 40 % 
Sauerstoffsättigung zu beobachten. Für Fe-HA liegt die Sauerstoffsättigung zum gleichen 
Zeitpunkt mit knapp 80 % etwa doppelt so hoch. Im Laufe der Lagerung, wobei täglich das 
Medium (4 mL/Well und Probe) gewechselt wird, steigt die Sauerstoffsättigung sowohl für die 
unmodifizierten Fe als auch für die mit HA beschichteten Schäume an. Nach 4 Tagen liegt die 
Sauerstoffsättigung im Überstand von Fe in McCoy’s bei knapp über 60 % - ein Anstieg um 
20 % im Vergleich zu Tag 1. Für Fe-HA ist die Veränderung nicht ganz so stark, hier werden 
Werte um die 85 % Sauerstoffsättigung im Vergleich zum Kontrollmedium ohne Eisenschaum 
erzielt. 
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Bei der Inkubation der unmodifizierten Eisenschäume ist analog der Eisenfreisetzung aus 4.1.1 
die größte Sauerstoffzehrung zu beobachten. In Teilabbildung Abb. 4-10 b wird daher der 
Einfluss des Mediumwechsel auf die Sauerstoffsättigung im Überstand unmodifizierter, 
gelagerter Eisenschäume untersucht. Nach 24 h Lagerung in McCoy’s liegt die 
Sauerstoffsättigung wie auch in  Abb. 4-10 a bei ca. 40 %. Nach einer Woche Lagerung mit und 
ohne täglichen Mediumwechsel ist zu beobachten, dass die Sauerstoffsättigung bei den 
Eisenschäumen mit Mediumwechsel auf über 70 % ansteigt. Ohne Mediumwechsel liegt die 
Sauerstoffsättigung für Fe in McCoy’s nach einer Woche mit 40 % auf dem gleichen Wert wie 
nach 24 h.  
a b 
c d 
Abb. 4-10 Sauerstoffsättigung im Überstand nach Inkubation von verschiedenen CPP-bioaktivierten Eisenschäumen 
(unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA); Fe mit Brushit beschichtet (Fe-B) und Fe mit MgCPC 
gefüllt (Fe+MgCPC)) in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s). Kontrolle = Medium gelagert bei 37 °C 
ohne Fe-Schäume = 100 % 
(a) Sauerstoffsättigung nach 4-tägiger Lagerung von Fe, Fe-HA, Fe-B und Fe+MgCPC in McCoy’s mit täglichem 
Mediumwechsel; (b) Sauerstoffsättigung von Fe in McCoy’s nach 24 h, 7 d (mit täglichem Mediumwechsel – tgl. 
MW), 1 w (ohne Mediumwechsel); (c) Sauerstoffsättigung bei der Inkubation von Fe in DMEM zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten; (d) Vergleich der Sauerstoffsättigung von CPP-beschichteten Eisenschäumen (Fe-B und Fe-HA) in 
DMEM und McCoy’s 
 
Ergebnisse  63 
Bei der Inkubation unmodifizierter Eisenschäume in DMEM statt McCoy’s ist, wie in                   
Abb. 4-10 c dargestellt, die Sauerstoffzehrung noch stärker, sodass nach 24 h die 
Sauerstoffsättigung lediglich bei 30 % im Vergleich zur Kontrolle liegt. Wird die 
Sauerstoffsättigung in den ersten Inkubationsstunden gemessen, so ist festzustellen, dass 
bereits nach 1 h die Sauerstoffsättigung auf 60 % abgesunken ist. Für die darauffolgenden 
nächsten 4 Stunden ändert sich dieser Zustand kaum, die Sauerstoffsättigung schwankt 
zwischen 60 und 70 %. Nach 6 Stunden liegt die Sauerstoffsättigung bei ca. 50 %. Bei weiterer 
Inkubation wird nach insgesamt 24 h das bereits genannte Minimum von 30 % erreicht. 
In Abb. 4-10 d ist die Sauerstoffsättigung bei Lagerung der Proben vom Typ Fe-B und Fe-HA in 
beiden Zellkulturmedien gegenübergestellt. Während für die mit Brushit beschichteten 
Eisenschäume weder in McCoy’s noch in DMEM eine Sauerstoffzehrung gemessen werden 
kann, erreicht die Sauerstoffsättigung für Fe-HA in Abhängigkeit des Inkubationsmediums 
unterschiedlich hohe Werte. Korrelierend zu den Ergebnissen aus 4.1.1, in denen die 
Eisenfreisetzung von Fe-HA in DMEM höher ist als in McCoy’s, wird auch bei Betrachtung der 
Sauerstoffsättigung ein ähnliches Verhalten beobachtet. Nach 1 Tag Lagerung sinkt die 
Sauerstoffsättigung in McCoy’s auf 80 % und in DMEM auf 70 %. Über einen Zeitraum von 
4 Tagen ist ein geringer Anstieg der Sauerstoffsättigung auf 90 % in McCoy’s bzw. auf 80 % in 
DMEM zu verzeichnen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die Eisenfreisetzung aus 4.1.1 korrelierend auf 
die Sauerstoffsättigung auswirkt. Die größte Sauerstoffzehrung ist für die unmodifizierten 
Eisenschäume zu beobachten. Auch die mit HA beschichteten Eisenschäume zeigen in 
Abhängigkeit des Inkubationsmediums erniedrigte Sauerstoffsättigungen – in DMEM niedriger 
als in McCoy’s. Für die nur sehr gering korrodierenden Fe-B und Fe+MgCPC liegen die Werte 
der Sauerstoffsättigung mit 100 % im Bereich der Kontrolle. 
4.1.3 Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies 
 
Wie in Kapitel 2.5 bereits beschrieben, gibt es eine Vielzahl von reaktiven Sauerstoffspezies, 
die bei Korrosion von Eisen in physiologischen Systemen entstehen können. Bei einem dieser 
ROS handelt es sich um Wasserstoffperoxid, das entsprechend 3.7.4 mittels Amplex Red 
nachgewiesen werden kann. Die Ergebnisse für die Untersuchungen in McCoy’s sind in             
Abb. 4-11 dargestellt.  
Wie bereits bei der Eisenfreisetzung (4.1.1) und bei der Sauerstoffsättigung (4.1.2) zeigen die 
mit Brushit beschichteten Eisenschäume sowie die mit MgCPC gefüllten Eisenschäume auch 
bei der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Form von H2O2 keine messbaren Anzeichen einer 
stattfindenden Korrosion. Über den gesamten Inkubationszeitraum von 4 Tagen liegt die  
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a b 
Abb. 4-11 Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand nach Inkubation von verschiedenen CPP-
bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA); Fe mit Brushit 
beschichtet (Fe-B) und Fe mit MgCPC gefüllt (Fe+MgCPC)) in McCoy’s (15% FBS; 1% P/S und 2 mM L-Glutamin) 
bei 37°C und 5% CO2 mit täglichem Mediumwechsel. 
Wasserstoffperoxidkonzentration im Überstand im Bereich der Kontrolle. In Abhängigkeit ihres 
Korrosionsverhaltens zeigen dagegen die unmodifizierten Schäume und die mit Hydroxylapatit 
beschichten Schäume unterschiedlich starken Einfluss auf die Konzentration reaktiver 
Sauerstoffspezies. Die größte gemessene H2O2-Konzentration ist mit ca. 0,8 µM H2O2                       
(Abb. 4-11 a) für die unmodifizierten Eisenschäume an Tag 1 nach Beginn der Lagerung zu 
beobachten. Hier liegt entsprechend Abb. 4-11 b die H2O2-Konzentration 3,5-fach höher als die 
Kontrolle. Für Fe-HA beträgt die H2O2-Konzentration zum gleichen Zeitpunkt mit ca 0,4 µM 
reichlich das Doppelte der Kontrolle. Im Laufe der Lagerung, wobei täglich das Medium 
(4 mL/Well und Probe) gewechselt wird, nimmt die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies sowohl 
für die unmodifizierten Fe als auch für die mit HA beschichteten Schäume ab und pendelt bei 
den unmodifizierten Eisenschäumen zwischen 0,4 µM bis 0,5 µM (2-fach höher als in der 
Kontrolle ohne Eisenschäume). Nach 4 Tagen liegt die H2O2-Konzentration im Überstand von 
Fe-HA in McCoy’s unter 0,4 µM und damit lediglich 1,5-fach höher als die Kontrolle.  
Der in Abb. 4-1 (Eisenfreisetzung) und Abb. 4-10 (Sauerstoffsättigung) festgestellte Einfluss 
des Inkubationsmediums auf das Korrosionsverhalten der unmodifizierten Eisenschäume und 
der mit HA beschichteten Schäume, soll im Folgenden für die Freisetzung reaktiver 
Sauerstoffspezies in Abb. 4-12 untersucht werden. Teilabbildung Abb. 4-12 a zeigt die 
Wasserstoffperoxidkonzentration im Überstand nach Lagerung von Fe, Fe-HA und Fe-B in 
DMEM und McCoy’s für 24 h. Im Gegensatz zur Eisenfreisetzung und der Sauerstoffsättigung 
sind bei den absolut gemessenen H2O2-Konzentrationen im Überstand bei den korrodierenden 
Schäumen Fe und Fe-HA keine Unterschiede zwischen den beiden Inkubationsmedien 
feststellbar. Während die mit HA beschichteten Schäume in DMEM mehr Eisen freisetzen und 
eine höhere Sauerstoffzehrung zeigen, scheint hier sogar die H2O2-Konzentration in DMEM 
geringer als in McCoy’s. Beim Betrachten der Kontrolle wird allerdings deutlich, dass die H2O2- 
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a b 
Abb. 4-12 Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand nach 24 h Inkubation von verschiedenen CPP-
bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA) und Fe mit Brushit 
beschichtet (Fe-B) in DMEM (10 % FBs; 1 % PS und 2 mM L-Glutamin) und McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) mit Vergleich. 
Konzentration bereits in Medium ohne Eisenschäume mit ca. 0,24 µM in McCoy’s doppelt so 
hoch liegt wie in DMEM (0,12 µM). Unter Berücksichtigung dieser Werte erhält man die in        
Abb. 4-12 b dargestellten relativen Wasserstoffperoxidkonzentrationen wobei die H2O2-
Konzentration im jeweiligen Kontrollmedium auf 1 festgesetzt wird. Korrelierend zur 
Eisenfreisetzung und zur Sauerstoffsättigung kann man nun beobachten, dass die 
Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies in DMEM höher ist als in McCoy’s. Besonders 
deutlich wird dies für die unmodifizierten Eisenschäume. Während für McCoy’s 3,5-fach höhere 
H2O2-Konzentration als in der Kontrolle gemessen werden, liegt die Konzentration reaktiver 
Sauerstoffspezies in DMEM fast 6-fach höher als das Kontrollmedium und damit ca. doppelt so 
hoch wie in McCoy’s. Für Fe-HA können in DMEM (3-fach) ebenfalls höhere H2O2- 
Konzentrationen gemessen werden als in McCoy’s (2-fach). Zur Bestimmung des Einflusses der 
beiden Zellkulturmedien auf den H2O2-Nachweis werden den zu untersuchenden Lösungen 
DMEM und McCoy’s mit/ohne FBS definierte H2O2-Konzentrationen von 8 µM, 2 µM und 0,5 µM 
zugegeben und im Vergleich zum 1x Puffer des Nachweiskits von Invitrogen die H2O2-
Konzentration entsprechend 3.7.4 bestimmt. Die absolut wiedergefundene H2O2-Konzentration 
(Teilabbildung a) sowie die Wiederfindungsrate in % (Teilabbildung b) sind in Abb. 4-13 
dargestellt. 
Die höchste Wiederfindung in den Kulturmedien wird für McCoy’s ohne FBS erzielt. Mit 4 µM 
bzw. 1 µM bei eingesetzten Konzentrationen von 8 µM bzw. 4 µM liegt diese bei 50 %. Für die 
geringste getestete Konzentration von 0,5 µM wird mit ca. 45 % eine ähnliche Wiederfindung 
erreicht. Bei Zugabe in DMEM ohne FBS und McCoy’s mit FBS dagegen werden mit ca. 1 µM 
(Ausgang: 8 µM) und 0,25 µM (Ausgang: 2 µM) lediglich 20 % der eingesetzten Wasserstoff 
peroxidkonzentration wieder gefunden. Zu beachten ist, dass in McCoy’s im Gegensatz zu  













































































































































Abb. 4-13 Einfluss verschiedener Medien und Medienzusätze auf die detektierbare H2O2-Konzentration im 
Überstand. Bestimmung der (a) absoluten Wiederfindung bzw. (b) relativen Wiederfindungsrate definierter H2O2-
Konzentrationen zu 1x Puffer (H2O2-Kit invitrogen), McCoy’s mit und ohne FBS bzw. DMEM. Einfluss von 
Ascorbinsäure (Asc) und ß-Glycerophosphat (ß-Gl.) auf die a) absolute bzw. b) relative H2O2-
Konzentrationsbestimmung mittels HRP-Kit von invitrogen nohne Zugabe von H2O2. 
DMEM bereits 0,5 mg/L Asc vorhanden sind. Welchen Einfluss Ascorbinsäure auf die H2O2-
Bestimmung hat, ist daher in Abb. 4-13 c und Abb. 4-13 d dargestellt. Hierbei wird die H2O2-
Konzentration im Zellkulturmedium McCoy’s mit und ohne osteogene Zusätze nach 3.7.4 
bestimmt. Um feststellen zu können, welcher der beiden Zusätze, Ascorbinsäure und/oder ß-
Glycerophosphat, Auswirkungen auf das Messergebnis hat, wird darüber hinaus McCoy’s mit 
300 µM, 150 µM und 75 µM Asc bzw. 10 mM, 5 mM und 2,5 mM ß-Glycerophosphat getestet. 
Während im Basismedium (Os-) die gemessene Konzentration unter 0,1 µM liegt, wird für das 
Differenzierungsmedium (Os+) mit 0,6 µM ein 10-fach höherer Wert detektiert als ohne 
osteogene Zusätze. Anhand der Konzentrationsreihen für Asc und ß-Glycerophosphat lässt sich 
daher vermuten, dass die scheinbar erhöhten H2O2-Werte im Differenzierungsmedium auf die 
Wirkung der Ascorbinsäure auf die H2O2-Bestimmung zurückzuführen sind. Durch Zugabe von 
300 µM Asc, welches analog der Konzentration im Differenzierungsmedium entspricht, wird ein 
10-fach höherer H2O2-Gehalt gemessen als im Basismedium. Durch Einsatz geringerer 
Konzentrationen an Asc werden mit 0,4 µM H2O2 (150 µM Asc) bzw. 0,3 µM H2O2 (75 µM Asc) 
8-fach bzw. 5-fach höhere Werte erzielt als ohne Zugabe von Ascorbinsäure. Es ist demnach 
McCoys Os- McCoys Os+ McCoys Asc McCoys ß.-Gl McCoys Os- McCoys Os+ McCoys Asc McCoys ß.-Gl
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ein von der Konzentration abhängiger Einfluss des Reduktionsmittels Asc auf die H2O2-
Bestimmung zu beobachten – je höher die Asc-Konzentration, desto höher der gemessene 
H2O2-Gehalt im Überstand. ß-Glycerophophat dagegen beeinflusst die 
Wasserstoffperoxidmessung nicht. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass korrelierend zur Eisenfreisetzung und der 
Sauerstoffsättigung die unmodifizierten Eisenschäume die stärkste Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies in Form von H2O2 zeigen – in DMEM mehr als in McCoy’s. Für die etwas 
weniger stark, aber dennoch deutlich korrodierenden Fe-HA kann ebenfalls eine erhöhte 
Wasserstoffperoxidkonzentration nachgewiesen werden. Keine H2O2-Bildung ist für Fe-B und 
Fe+MgCPC detektierbar. Zusätzlich ist zu beachten, dass das Reduktionsmittel Ascorbinsäure 
konzentrationsabhängig die H2O2-Bestimmung dahingehend beeinflusst, dass ohne die Zugabe 
von H2O2 und/oder korrodierenden Eisenschäumen erhöhte Werte gemessen werden. McCoy’s 
enthält bereits mit 0,5 mg/L eine geringe Menge an Asc und weist daher im H2O2-Assay 
geringfügig höhere Werte auf als DMEM. Die Wiederfindung von H2O2 in beiden 
Zellkulturmedien ist sehr gering – in DMEM niedriger als in McCoy’s. Das ebenfalls im 
Differenzierungsmedium enthaltene ß-Glycerophosphat beeinflusst (in den hier eingesetzten 
Konzentrationen) die Wasserstoffperoxidbestimmung nicht. 
4.1.4 Veränderung des pH-Wertes 
Neben der Freisetzung von Eisenionen, des Verbrauchs von Sauerstoff und der Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies, ist bei der Korrosion von Eisen zu erwarten, dass es wie in              
Tab. 2-4 gezeigt zur Bildung von OH--Ionen kommt, sodass bei der in vitro Charakterisierung 
der verschiedenen CPP-bioaktivierten Eisenschäume auch der pH-Wert des 
Inkubationsmediums zu überprüfen ist. 
Bevor der Einfluss der jeweiligen Eisenschäume auf den pH-Wert des Inkubationsmediums 
untersucht werden kann, wird in Abb. 4-14 a zunächst der pH-Wert der beiden Zellkulturmedien 
McCoy’s und DMEM frisch sowie nach Lagerung im CO2-Inkubator bei 5 % und 7 % CO2 
betrachtet. Frisch liegt der pH-Wert für beide Medien im physiologischen Bereich von 7,4. 
McCoy’s mit einem Gehalt an NaHCO3 von 2,2 g/L wird üblicherweise bei 5 % CO2 und DMEM 
mit 3,7 g/L NaHCO3 bei 7 % CO2 inkubiert. Wie in den Teilabbildungen Abb. 4-14 a und               
Abb. 4-14 b gezeigt, wird nach 24 h Inkubation im CO2-Inkubator in DMEM mit einem pH-Wert 
von ca. 7,5 bei 7 % CO2 ein um ca. 0,15 Einheiten höherer pH-Wert gemessen als in McCoy’s 
bei 5 % CO2 (pH = 7,35). Bei gleicher CO2-Konzentration liegen die pH-Werte in DMEM und 
McCoy’s um ca. 0,25 pH-Einheiten auseinander, wobei gilt: pH (DMEM) > pH (McCoy’s). Durch 
die Inkubation des jeweiligen Mediums bei 5 % bzw. 7 % CO2 sind sowohl in DMEM mit Werten 
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von 7,6 (5 % CO2) und 7,5 (7 % CO2) als auch in McCoy’s mit 7,25 (5 % CO2) und 7,35 (7 % 
CO2) Unterschiede von ca. 0,1 zu beobachten. Wie Abb. 4-14 b zeigt, hat dabei die Zugabe 
von FBS keinen Einfluss auf den pH-Wert. 
a b 
 c 
















Abb. 4-14 Bestimmung des pH-Wertes im Überstand nach Inkubation von verschiedenen (CPP-bioaktivierten) 
Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA) und Fe mit Brushit beschichtet (Fe-
B)) in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-
Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s).  
(a) pH-Wert von DMEM und McCoy’s ohne Fe frisch bzw. 24 h nach Lagerung bei 5 % bzw. 7 % CO2 
(b) pH-Wert von DMEM und McCoy’s mit/ohne FBS nach 24 h bei 5 % bzw. 7 % CO2 
(c) pH-Wert nach Inkubation von Fe, Fe-B und Fe-HA in DMEM für 1 d, 2 d, 6 d und 10 d 
(d) pH-Wert nach Inkubation von Fe, Fe-B und Fe-HA in DMEM bzw. McCoy’s für 14 d  
Um den Einfluss der verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume auf den pH-Wert des 
Inkubationsmediums zu untersuchen, werden unmodifizierte Eisenschäume sowie mit Brushit 
bzw. mit HA beschichtete Eisenschäume in 12-Well Zellkulturplatten mit je 4 mL Medium pro 
Well (entsprechend 3.2.2) inkubiert und der pH-Wert nach 3.7.3 bestimmt. Die Ergebnisse für 
DMEM sind in Teilabbildung Abb. 4-14 c über einen Zeitraum von 1 d, 2 d, 6 d und 10 d 
dargestellt. In den ersten 4 Tagen wird das Medium täglich und anschließend alle 3-4 Tage 
gewechselt. Für die unmodifizierten Schäume und für Fe-B liegt der pH-Wert mit ca. 7,5 bis 7,6 
im untersuchten Inkubationszeitraum im Bereich der Kontrolle. Bei den mit HA beschichteten 
Eisenschäumen dagegen ist nach den ersten 24 h ein Anstieg des pH-Wertes auf über 8,2 zu 
beobachten. Über die Inkubationszeit von 2 d, 6 d und 10 d sinkt dieser auf 7,8 ab und liegt 
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damit 0,2 Einheiten höher als die Kontrolle. In Abb. 4-14 d sind die Ergebnisse der Lagerung 
von Fe, Fe-HA und Fe-B in DMEM und McCoy’s nach einer Inkubationszeit von insgesamt 
14 Tagen gegenübergestellt. Im Fall von DMEM liegen die pH-Werte sowohl für die 
unmodifizierten Schäume als auch für die CPP-beschichteten Schäume nach 14 Tagen mit 7,6 
im Bereich der Kontrolle. Auch die mit HA beschichteten Schäume zeigen zu diesem Zeitpunkt 
keinen erhöhten pH-Wert mehr. Für McCoy’s ist ein leicht abweichendes Verhalten zu 
beobachten. Zwar liegen hier die pH-Werte mit 7,6 für Fe und 7,55 für Fe-HA noch unter den 
DMEM-Werten, allerdings ist im Vergleich zur McCoy’s-Kontrolle und den mit Brushit 
beschichteten Schäumen, bei denen der pH-Wert um 7,4 liegt, eine pH-Erhöhung um ca. 0,2 
Einheiten zu beobachten.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass abhängig vom Inkubationsmedium, dem Ausmaß der 
Korrosion und der Art der Beschichtung die verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume z.T. 
eine Erhöhung des pH-Wertes im Überstand bewirken. Bis auf die Kombination Fe-HA in 
DMEM, bei der zu Beginn der Inkubation mit 8,3 ein basischer pH-Wert gemessen wird, 
beeinflussen die Eisenschäume den pH-Wert im Umgebungsmedium nicht (Fe in DMEM; Fe-B 
in DMEM und McCoy’s) bzw. nur geringfügig (Fe und Fe-HA in McCoy’s), sodass der pH-Wert 
mit Werten zwischen 7,4 und 7,6 im physiologischen Bereich liegt. 
4.1.5 Veränderung des Ca2+ - und Phosphatgehaltes 
Neben der bisher dargestellten Charakterisierung des Korrosionsverhaltens wird in diesem 
Kapitel der Einfluss der Calciumphosphatbeschichtung auf Veränderungen des Ca2+- und 
Phosphatgehaltes im Inkubationsmedium untersucht. Die Ergebnisse der Calciumbestimmung 
für die Lagerung in den Zellkulturmedien McCoy’s und DMEM sind in Abb. 4-15 über einen 
Inkubationszeitraum von 28 Tagen mit täglichem Mediumwechsel dargestellt. Es sind sowohl für 
die verschiedenen Beschichtungen – Brushit und Hydroxylapatit – als auch für die Art des 
Inkubationsmediums – DMEM und McCoy’s – Unterschiede festzustellen.  
Während nach einem Tag Lagerung im Inkubationsmedium (Abb. 4-15 a und Abb. 4-15 b)  die 
unmodifizierten Eisenschäume keinen Einfluss auf den Ca2+-Gehalt nehmen, zeigen die mit HA 
beschichteten Schäume in beiden Zellkulturmedien einen Entzug von Ca2+-Ionen aus dem 
Überstand. Mit ca. 20 µg/mL in DMEM und ca. 8 µg/mL in McCoy’s liegt dieser in DMEM bei ca. 
35 % und in McCoy’s bei ca. 20 % der Ausgangskonzentration. Für die mit Brushit 
beschichteten Eisenschäume ist eine Zunahme des Ca2+-Gehaltes in DMEM von 80 µg/mL auf 
100 µg/mL zu beobachten. Dies entspricht einer Erhöhung auf 130 %. Die Lagerung von Fe-B 
in McCoy’s dagegen zeigt im Vergleich zur Kontrolle (Zellkulturmedium ohne Eisenschaum) 
keine Veränderung. 
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Bei der Inkubation der mit Brushit beschichteten Eisenschäume liegt über den gesamten 
Inkubationszeitraum mit 100 µg/mL eine konstant erhöhte Ca-Konzentration vor (Abb. 4-15 c 
bzw. Abb. 4-15 e). Dagegen ist bei den unmodifizierten Eisenschäumen (in beiden 
Inkubationsmedien) sowie bei Fe-B in McCoy’s über 28 Tage keine Veränderung der Ca-
















































Abb. 4-15 Bestimmung der Calciumkonzentration im Überstand nach Inkubation von verschiedenen (CPP-
bioaktivierten) Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (HA) und Fe mit Brushit 
beschichtet (B)) in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) über 28 d mit täglichem 
Mediumwechsel. 
(a) Ca-Konzentration [µg/mL] nach einem Tag Lagerung  
(b) relative Ca-Konzentration (Kontrolle = 100 %) nach einem Tag Lagerung 
(c) Ca-Konzentration [µg/mL] in DMEM; (e) relative Ca-Konzentration in DMEM (Kontrolle = 100 %) 
(d) Ca-Konzentration [µg/mL] in McCoy’s; (f) relative Ca-Konzentration in McCoy’s (Kontrolle = 100 %) 
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Die mit Calcium-defizitärem HA beschichteten Schäume zeigen im Verlauf der Inkubationszeit 
in Abhängigkeit der Inkubationslösung einen unterschiedlichen Einfluss auf den Calciumgehalt. 
Während sich nach 4 Tagen die Ca-Konzentration in DMEM (Abb. 4-15 c bzw. Abb. 4-15 e) auf 
einen Wert von ca. 60 µg/mL (80 % der Ausgangskonzentration) stabilisiert (und erst nach 
10 Tagen weiter zunimmt), steigt die Konzentration in McCoy’s (Abb. 4-15 d bzw. Abb. 4-15 f) 
innerhalb der ersten 2 Wochen nahezu linear an und erreicht nach 12 Tagen mit 40 µg/mL den 
Ausgangswert.  
Die Ergebnisse zur Calciumaufnahme durch die mit HA beschichteten Calcium-defizitären 
Eisenschäume bzw. die Calciumfreisetzung der mit Brushit beschichteten Eisenschäume sind in         
Abb. 4-16 für die Zellkulturmedien DMEM (Abb. 4-16 a) und McCoy’s (Abb. 4-16 b) 
gegenübergestellt. Bei dieser Darstellung wird noch einmal deutlich, dass Fe-HA beiden 
Zellkulturmedien Calcium  entzieht – in DMEM stärker als in McCoy’s. Wobei in letzterem nach 







































































Abb. 4-16 Bestimmung der Calciumaufnahme (negative Werte) bzw. Calciumfreisetzung (positive Werte) von
verschiedenen CPP-bioaktivierten Eisenschäumen (Fe-HA ... mit Hydroxylapatit beschichtet; Fe-B ... mit Brushit 
beschichtet) bei der Inkubation (a) in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. (b) in McCoy’s (15 % 
FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) über 28 Tage mit 
täglichem Mediumwechsel. 
Wie bereits in Abb. 4-15 gezeigt, ist auch in dieser Abbildung für die mit Brushit beschichteten 
Eisenschäume bei der Lagerung in McCoy’s weder eine Ca-Freisetzung noch eine Ca-
Aufnahme zu beobachten. Bei der Inkubation in DMEM dagegen werden über den gesamten 
Inkubationszeitraum von 28 Tagen täglich ca. 100 µg Ca pro Fe-B-Probe freigesetzt. Bei einer 
Beschichtung von ca. 60 mg Brushit (CaHPO4) pro Eisenschaum, d.h. 25 mg Ca pro Fe-Probe, 
ergibt sich rechnerisch eine Zeit von 250 Tagen, in der die Schicht bei konstanten 
Lagerbedingungen (in 12-Well Zellkulturplatten mit 4 mL DMEM pro Fe-B bei 37 °C und 5 % 
CO2 und täglichem Mediumwechsel) vollständig aufgelöst sein müsste. 
Im Zusammenhang mit dem Calciumgehalt wird außerdem der Phosphatgehalt im 
Inkubationsmedium untersucht und das Ca/P-Verhältnis in Abhängigkeit der Inkubationslösung 
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und der verschiedenen CPP-Beschichtungen betrachtet. Wie Abb. 4-17 zeigt, korreliert die von 
HA bewirkte Ca-Abnahme mit der Abnahme des Phosphatgehaltes in der Lösung und die 
Abgabe von Calcium ins Medium bei  Brushit mit der Zunahme des Phosphatgehaltes.  
Während die unmodifizierten Eisenschäume weder beim Calcium noch beim Phosphat eine 
Veränderung im Vergleich zur Kontrolle zeigen, sinkt bereits nach einem Tag Lagerung in 
Anwesenheit Ca-defizitärer Fe-HA der Phosphatgehalt sowohl in DMEM als auch in McCoy’s 
auf 20 % des Ausgangwertes. Auffällig ist, dass im Gegensatz zum Calcium jedoch die 
phosphatentziehende Wirkung der mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume in McCoy’s 
(ca. 100 µg/mL) absolut gesehen um den Faktor 4 höher ist als in DMEM (ca. 25 µg/mL), 




















































Abb. 4-17 Bestimmung der Phosphatkonzentration im Überstand nach Inkubation von verschiedenen (CPP-
bioaktivierten) Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (HA) und Fe mit Brushit
beschichtet (B)) in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin bzw. in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 
2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2 (DMEM) bzw. 5 % CO2 (McCoy’s) über 28 d mit täglichem 
Mediumwechsel. (a) Phosphat-Konzentration [µg/mL] nach einem Tag Lagerung; (b) relative Phosphat-
Konzentration (Kontrolle = 100 %) nach einem Tag Lagerung 
Bei der Inkubation der mit Brushit beschichteten Eisenschäume ist, wie für Calcium auch, in 
DMEM eine Zunahme des Phosphatgehaltes im Überstand zu beobachten, wohingegen in 
McCoy’s keine Veränderungen messbar sind.  
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die unmodifizierten Eisenschäume sowohl 
in McCoy’s als auch in DMEM sowie die mit Brushit beschichteten Proben in McCoy’s keinen 
Einfluss auf den Calcium- und Phosphatgehalt nehmen. Bei der Inkubation von Fe-B in DMEM 
dagegen ist über den Untersuchungszeitraum von 28 d eine konstante Calcium- und Phosphat-
abgabe zu beobachten. Die mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume dagegen zeigen den 
umgekehrten Effekt und entziehen dem Medium Calcium und Phosphat – in DMEM Calcium 
stärker als in McCoy’s und in McCoy’s Phosphat stärker als in DMEM.  
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4.1.6 Impedanzmessungen 
Eine weitere Methode zur Charakterisierung des Korrosionsverhaltens der verschieden 
bioaktivierten Eisenschäume stellt die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) dar. 
Mittels Potentiostaten (VMP 3, Biologic, Claix – Frankreich) erfolgt die Aufzeichnung der 
Impedanzspektren je Probe und Zeitpunkt sowohl potentiodynamisch (PEIS) als auch 
galvanodynamisch (GEIS). Die Messungen werden dabei in folgender Reihenfolge durchgeführt: 
PEIS 1. Messung – PEIS 2. Messung – GEIS 1. Messung – GEIS 2. Messung. Als 
Gegenelektrode dient eine Platin-Netz-Elektrode und als Referenzelektrode eine Silber-
Silberchlorid-Elektrode (mit KCl gesättigt). Die Elektrolyt-Lösung (PBS ohne FBS) wird über 
einen Thermostaten während der Messung konstant auf eine Temperatur von 37 °C eingestellt.  
Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die potentiodynamische Messung z.T. großen 
Schwankungen unterliegt und daher als Messmethode für die zu untersuchenden Proben 
ungeeignet ist. Ursache für die z.T. sehr schwankenden Werte bei der potentiodynamischen 
Messung ist, dass bei dieser Methode, das zu Begin an der Arbeitselektrode (in der 
vorliegenden Arbeit, die zu untersuchenden Eisenschäume) gemessene Ruhepotential als 
Startpotential genommen wird. Verändert sich das Ruhepotential jedoch während der Messung 
in den anodischen oder kathodischen Bereich, kommt es zu Messunterschieden, da nicht mehr 
ausgehend vom richtigen Ruhepotential gemessen wird. Im Fall der galvanodynamischen 
Methode, bei der nicht die Spannung sondern die Stromstärke definiert wird, tritt dieser Fehler 
nicht auf, weshalb die galvanodynamische Impedanzspektroskopie der potentiodynamischen 
Messmethode in der vorliegenden Arbeit vorzuziehen ist.  
Die Impendanz, die das Verhältnis der Amplituden von sinusförmiger Wechselspannung zu 
sinusförmigem Wechselstrom sowie die Verschiebung der Phasenwinkel dieser beiden angibt, 
lässt sich durch den Betrag der komplexen Größe Impendanz |Z| und dem 
Phasenverschiebungswinkel φ darstellen. In Abb. 4-18 sind exemplarisch für jeden Probentyp 
(Fe unmodifiziert, Fe-HA und Fe-B) jeweils für eine Probe beide Parameter in Abhängigkeit der 
Frequenz gegegenübergestellt. Die Impedanzspektren der zweiten (Fe und Fe-B) bzw. dritten 
(Fe-HA) Probe zeigen den gleichen Kurvenverlauf wie die erste Probe, sodass auf die 
Darstellung dieser sich sonst wiederholdenden Ergebnisse verzichtet wird.  
Für die unmodifizierten Eisenschäume wird initial mit ca. 300 Ohm bei einer Frequenz von 
0,001 Hz eine sehr geringe Impedanz gemessen (Abb. 4-18 a). Im Verlauf der Inkubation sinkt 
die Impedanz je Messzeitpunkt ab. Dies wird zum einen in der Abnahme der Impedanz |Z| bei 
0,001 Hz deutlich, die auf bis zu 100 Ohm abnimmt und zum anderen an der Verschiebung der 
Frequenz, an der die Impedanz ansteigt, bei der eine Verschiebung von 1 Hz auf 0,1 Hz zu 
beobachten ist. Korrelierend dazu ist die Phasenverschiebung in Abhängigkeit der Frequenz für 
die unmodifizierten Eisenschäume in Abb. 4-18 b dargestellt. Vor der Lagerung zum Zeitpunkt  
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Abb. 4-18 Vergleich der Elektrochemischen Impedanz |Z| (a, c und d) und des Phasenwinkels φ (b, d und f) von 
unmodifizierten Eisenschäumen (a und b) mit den CPP-aktivierten Schäumen Fe-HA (c und d) und Fe-B (e und f) 
vor bzw. nach 1 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 8 w und 16 w Lagerung in PBS (10 % FBS; 1 % P/S, 37 °C) mit 
wöchentlichem Mediumwechsel. Die Messung erfolgt am Potentiostaten (VMP3, Biologic, Claix – Frankreich) bei 
37 °C in PBS ohne FBS unter galvanodynamischen Bedingungen. Für die Aufzeichnung der Impedanzspektren
dienen je Probentyp 2 Proben, die je Messzeitpunkt 2x potentiodynamisch und 2x galvanodynamisch aufgezeichnet 
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t0 liegt das Maximum des negativen Phasenwinkels mit ca. 40 Grad bei einer Frequenz von 
0,1 Hz. Im Laufe der Inkubation verlagert sich dieses zunächst in einen Frequenzbereich von 
1 Hz, wobei zum Teil ein Anstieg des negativen Phasenwinkels auf ca. 50 Grad zu beobachten 
ist. Während für die frühen Zeitpunkte d1, d7 und d14 das Maximum konstant bei ca. 1 Hz 
gemessen wird, verschiebt sich dieses mit zunehmender Inkubationszeit in einen niedrigeren 
Frequenzbereich und liegt zum Ende des Versuches bei ca. 0,01 Hz. Dabei kehrt sich die zu 
Beginn der Inkubation beobachtete Zunahme des maximalen Phasenwinkels um und nimmt auf 
ca. 30 Grad bis 40 Grad ab. Darüber hinaus ist zu jedem Zeitpunkt neben dem Hauptmaximum 
ein zweiter, schwächerer Peak zu erkennen. Dieser ist je nach Zeitpunkt mehr oder wenig stark 
ausgeprägt, und wird insbesondere zu den späteren Messzeitpunkten nach 28 d, 8 w und 16 w 
deutlich sichtbar.  
Mit einer Impedanz von 50 Ohm (Frequenz: 0,001 Hz) wird für die mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäume in Abb. 4-18 c zum Messzeitpunkt t0 die niedrigste Impedanz 
ermittelt. Im Laufe der Inkubation steigt diese je Messzeitpunkt an, sodass an Tag 28 mit ca. 
800 Ohm (Frequenz 0,001 Hz) die Impedanz von Fe-HA über den Werten für die 
unmodifizierten Eisenschäume liegt, bei denen Werte von maximal 300 Ohm erreicht werden. 
Für beide korrodierenden Schäume (Fe und Fe-HA) ist ferner im Gegensatz zu den kaum 
korrodierenden  Fe-B der Anstieg der Impedanz erst ab einer Frequenz von 0,1 Hz zu 
beobachten.  
Bei den Ergebnissen zum Phasenwinkel in Abb. 4-18 d fällt auf, dass im Gegensatz zu den 
unmodifizierten Schäumen bei den mit Hydroxylapatit beschichteten Proben bereits zu Beginn 
der Inkubation (t0 und d1) neben dem Maximum bei 0,01 bis 0,1 Hz deutlich ein zweiter Peak 
bei ca. 100 Hz auftritt. Im weiteren Zeitverlauf überlagern sich beide Maxima, sodass für die 
Zeitpunkte 7 d und 14 d der erste Peak in den zweiten übergeht und keine klare Trennung 
erkennbar ist. Während nach 21 d und 28 d nur ein breites Maximum, dass sich über mehrere 
Frequenzbereiche hinwegzieht, zu beobachten ist, treten am Ende der Inkubation erneut zwei 
Maxima auf – wie zu Beginn der Messungen ein stärkeres bei ca. 0,01 Hz und ein schwächeres 
bei ca. 100 Hz.  
Auch der bereits bei den unmodifizierten Eisenschäumen beobachtete anfängliche Anstieg des 
negativen Phasenwinkelmaximums ist für Fe-HA noch deutlicher ausgeprägt. Zum Zeitpunkt t0 
liegt das Maximum für den negativen Phasenwinkel bei 25 und 30 Grad. Mit beginnender 
Inkubation in wässriger Lösung steigt dieses auf 40 bis 50 Grad an. Die höchsten Werte werden 
nach 7 d und 14 d gemessen. Im weiteren Zeitverlauf (21 d und 28 d) nimmt der maximale 
Phasenwinkel wieder auf ca. 40 Grad ab, wobei sich das Maximum in einen Frequenzbereich 
von 0,1 bis 1 Hz verlagert. Erst nach einer längeren Inkubationszeit von 8 w und 16 w 
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verschiebt sich dieses Maximum wieder in einen niedrigeren Bereich von 0,01 Hz. Das zweite 
Maximum bei 10 bis 100 Hz wird erneut deutlicher erkennbar.  
Im Vergleich der Frequenzbereiche der beiden zu beobachtenden Maxima zwischen den 
unmodifizierten und den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen fällt auf, dass in den 
ersten 14 Tagen das  Hauptmaximum für Fe-HA konstant bei einer Frequenz von 0,01 Hz liegt, 
während für die unmodifizierten Schäume der maximalste Phasenwinkel in einem 1 bis 2 
Zehnerpotenzen höheren Frequenzbereich auftritt. Während sich das Maximum des 
Phasenwinkels für Fe nach 21 d und 28 d wieder in einen niedrigeren Frequenzbereich 
verschiebt, ist für die Fe-HA eine Verlagerung des Phasenwinkelmaximums in einen höheren 
Frequenzbereich zu beobachten. Erst nach einer längeren Inkubation von 8 w und 16 w 
verlagert sich das Maximum auch für Fe-HA wieder in einen kleineren Frequenzbereich und 
entspricht mit 0,01 Hz dem Kurvenverlauf der unmodifizierten Schäume. 
Im Vergleich zu den unmodifizierten bzw. mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen liegt 
die Impedanz |Z| bei den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen wie in Abb. 4-18 e 
erkennbar insbesondere zu Beginn der Messung für die Zeitpunkte t0 und d1 bei einer 
Frequenz von 0,001 Hz zwischen 2000 und 3000 Ohm 10-fach höher als für Fe und Fe-HA. 
Auch beginnt der Anstieg der Impedanz für Fe-B zu den frühen Messzeitpunkten t0 und d1 
bereits bei einer Frequenz von ca. 100 Hz. Im Laufe der Inkubation nimmt der Betrag der 
Impedanz ab, sodass zum Ende der Messungen (Woche 8 und 16) die Impedanzen bei 
0,001 Hz ca. 1000 Ohm und damit immer noch deutlich über den Werten von Fe und Fe-HA 
liegen. Auch der Frequenzbereich, bei dem die Impedanz ansteigt, verschiebt sich von ca. 100 
Hz (t0 und d1) auf ca. 1 Hz (d28). 
Im Gegensatz zu den korrodierenden Fe und Fe-HA liegt das Maximum des negativen 
Phasenwinkels für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume wie Abb. 4-27  zeigt in einem 
sehr hohen Frequenzbereich. Im Verlauf der Inkubation verschiebt sich der Phasenwinkel in 
einen niedrigeren Frequenzbereich. Für die Zeitpunkte 14 d, 21 d, und 28 d ist ein Maximum zu 
beobachten, dass sich über einen breiten Frequenzbereich von 0,1 bis 10 Hz erstreckt. Für die 
späteren Zeitpunkte verschiebt sich der Phasenwinkel wieder in den höheren Frequenzbereich. 
Es ist ein Maximum mit einem negativen Phasenwinkel zwischen 40 und 50 Grad bei 1 000 Hz 
zu beobachten. Im niedrigeren Frequenzbereich ist kein zweites Maximum erkennbar, die Werte 
für den negativen Phasenwinkel liegen konstant zwischen 20 und 30 Grad erhöht. 
Entsprechend des in Abb. 3-7 b dargestellten Ersatzschaltbildes sind in Abbildung Abb. 4-19 
die Widerstände R1 und R2 sowie das kapazitive Element Q2 für die unmodifizierten 
Eisenschäume und für die mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume gegenübergestellt. R1,  
 





Abb. 4-19 Elektrochemische Impedanzmessung (EIS) an unmodifizierten sowie mit Hydroxylapatit beschichteten
Eisenschäumen vor bzw. nach 1 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 8 w und 16 w Lagerung in PBS (10 % FBS; 1 % P/S) mit 
wöchentlichem Mediumwechsel. Die Messung erfolgt am Potentiostaten bei 37 °C in PBS ohne FBS unter 
galvanodynamischen Bedingungen (GEIS). Für die Berechnung des Widerstandes R1 (a und b), des Widerstandes
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der den Diffusionswiderstand in den Poren beschreibt, ist für beide Probentypen wesentlich 
niedriger als R2 (Übergangswiderstand Metall-Elektrolyt). Der Übergangswiderstand zwischen 
Metall und Elektrolyt R 2 liegt bereits zu Beginn der Inkubation mit Werten von 350 Ohm (Fe 
unmodifiziert) bzw. 200 bis 300 Ohm (Fe-HA) ca. 10-fach höher als R1. Für die späteren 
Zeitpunkte werden z.T. mit 1 400 Ohm (Fe unmodifiziert) bzw. mit 0,5 Millionen Ohm bis 
1 Millionen Ohm (Fe-HA) insbesondere für die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume 
um 4 Zehnerpotenzen höhere Werte gemessen als für R1. 
In den ersten 3 Wochen ist für die unmodifizierten Eisenschäume tendenziell eine Abnahme 
des Widerstandes R1 von 20 Ohm auf 3 Ohm zu beobachten. Dagegen nimmt R1 für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Proben in den ersten 14 Tagen tendenziell eher zu und erreicht an 
Tag 14 mit Widerständen von 15 bis 20 Ohm die Anfangswerte der unmodifizierten Schäume. 
Danach nimmt R1 während weiterer 14 Tage für Fe-HA wieder ab, sodass an Tag 28 
Widerstände wie zu Beginn der Inkubation gemessen werden. Im späteren Zeitverlauf (ab 
Tag 28) schwanken die Werte zwischen 5 Ohm und 20 Ohm für beide Probentypen. Allerdings 
werden mit 160 Ohm für Fe bzw. mit 50 Ohm und 140 Ohm für Fe-HA nach 16 Wochen auch 
deutlich höhere Werte beobachtet.  
Im Gegensatz dazu liegt R2 sowohl für Fe (10-fach) als auch für Fe-HA (z.T. um 4 
Zehnerpotenzen) absolut gesehen wesentlich höher als R1. Im zeitlichen Verlauf sind allerdings 
Parallelen zum Kurvenverlauf von R1 für den jeweiligen Probentyp erkennbar. Zu Beginn der 
Inkubation liegt R2 für die unmodifizierten Eisenschäume mit Werten um 200 Ohm bis 300 Ohm 
im gleichen Bereich wie für die mit Hydroxylapatit beschichteten Proben. Im Laufe der 
Inkubation nimmt R2 für Fe zunächst bis ca. 100 Ohm (Tag 7) ab. Zwischen 7 und 21 Tagen ist 
der Widerstand R2 für Fe konstant bleibend bzw. gering zunehmend. Für die späteren 
Zeitpunkte ist tendenziell wie auch für Fe-HA ein Anstieg des Widerstandes zu beobachten. 
Nach dem starken Anstieg an Tag 28 fällt R2 jedoch für die 2. Probe zu den Zeitpunkten 8 und 
16 Wochen wieder ab und erreicht zum Ende des Versuchs mit ca. 200 Ohm den 
Ausgangswert, während R2 bei Probe 1 bis auf 1 400 Ohm ansteigt. 
Beginnend mit gleichen Widerstandwerten wie für die unmodifizierten Eisenschäume ist für              
Fe-HA bereits in den ersten 14 Tagen ein starker Anstieg von R2 auf Werte von über 
1 000 Ohm zu beobachten. Gefolgt von einem leichten Abfall bzw. einem Plateau für die 
folgenden 14 Tage im Bereich von 1 000 Ohm, steigt R2 nach 16 Wochen auf Widerstände von 
bis zu 1 Million Ohm an. Bedingt durch diese große Zunahme und den anfänglich geringeren 
Widerständen von ca. 200 Ohm ist eine gleiche Skalierung der y-Achse wie für die 
unmodifizierten Fe nicht möglich. Um die Werte optimal darstellen zu können, ist für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume daher eine logarithmische Einteilung der y-Achse 
gewählt. 
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Wie die Abbildung Abb. 4-20 zeigt, ist auch für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume z.T. 
ein ähnlicher Verlauf des Widerstandes R2 wie für Fe-HA zu beobachten. Jedoch liegen die 
Werte für den untersuchten Zeitraum wie man anhand der y-Achseneinteilung erkennen kann 
deutlich höher als für Fe und Fe-HA. Während R2 in den ersten 4 Wochen nahezu konstant bei 
ca. 2 000 Ohm liegt, werden für die späteren Zeitpunkte 8 und 16 Wochen z.T. mit mehr als 
1E+16 Ohm um 10 Zehnerpotenzen höhere Widerstände gemessen als für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume.  
Analag zu den Messergebnissen der unmodifizierten und mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume liegt der Widerstand R1 auch für Fe-B im Vergleich zu R2 wesentlich niedriger. 
Im Gegensatz zu Abb. 4-19 ist jedoch für die mit Brushit beschichteten Proben in Abb. 4-20 a 
ein umgekehrter Kurvenverlauf als für Fe und Fe-HA zu beobachten. Während für die 
korrodierenden Eisenschäume R1 wie auch R2 über den Untersuchungszeitrum ansteigt, nimmt 
der Widerstand R1 für Fe-B nach einem kurzen Anstieg von 50 bzw. 60 Ohm (t0) auf 100 bzw. 
170 Ohm an Tag 1 für den folgenden Zeitverlauf bis Tag 28 exponentiell ab und liegt für die 
späteren Zeitpunkte 8 und 16 Wochen unter 20 Ohm. 
a b 
Abb. 4-20 Elektrochemische Impedanzmessung (EIS) an mit Brushit beschichteten Eisenschäumen vor bzw. nach
1 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 8 w und 16 w Lagerung in PBS (10 % FBS; 1 % P/S) mit wöchentlichem Mediumwechsel. 
Die Messung erfolgt am Potentiostaten bei 37 °C in PBS ohne FBS unter galvanodynamischen Bedingungen (GEIS;
Stromstärke = konstant). Für die Berechnung des Widerstandes R2 (a), des Widerstandes R3 (b) sowie des
kapazitiven Elements Q3 (nicht graphisch dargestellt) dient das in Abb. 3-7 b dargestellte Ersatzschaltbild. 
Neben den Widerständen R1 und R2 stellt das kapazitive Element der Doppelschicht in der 
Grenzfläche Metall-Elektrolyt (Q2) einen weiteren korrosionsrelevanten Parameter dar. Da die 
Werte für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume mit Werten von 1E-3 F*sa-1 bis                  
1E-6 F*sa-1 sehr gering sind und kein eindeutiger Trend (Zu- und/oder Abnahme) zu erkennen 
ist, sind die Q2-Daten lediglich für die unmodifizierten und die mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume graphisch dargestellt. Wie in Abb. 4-19 erkennbar ist für Fe eine Zunahme und 
für Fe-HA eine Abnahme des kapazitiven Elementes Q2 zu beobachten. Während Q2 für die 
mit Hydroxylapatit beschichteten Proben von 0,18 F*sa-1  innerhalb von 28 Tagen auf 0,02 F*sa-1  
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absinkt, ist der Effekt für Fe im selben Bereich umgekehrt, sodass zum Versuchsende nach 
16 Wochen z.T. die Ausgangswerte der Fe-HA erreicht werden. Für die späteren Zeitpunkte 
8 Wochen, 12 Wochen und 16 Wochen ist keine weitere Abnahme für Fe-HA zu beobachten. 
Die Werte schwanken zw. 0,02 F*sa-1  und z.T. 0,08 F*sa-1. 
Der Elektrolytwiderstand liegt im Verlauf der Messungen konstant in einem Bereich zwischen 2 
und 4 Ohm und ist hier nicht graphisch dargestellt. Darüber hinaus wird aufgrund fehlender 
Tendenzen im Kurvenverlauf auf die Darstellung von Q1, dem kapazitiven Element der 
Doppelschicht von überlagerten Schichten, verzichtet. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die mit Brushit beschichteten Eisenschäume die 
höchsten Impedanzen über den gesamten Inkubationszeitraum von insgesamt 16 Wochen 
zeigen. Über die Zeit nimmt die Impedanz zwar ab, allerdings werden im Vergleich zu den mehr 
oder weniger stark korrodierenden unmodifizierten und mit HA beschichteten Eisenschäumen 
dennoch höhere Impedanzen gemessen. Für die mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume dagegen sind die Impedanzen zum Start der Inkubation sehr gering. Im Laufe 
der Zeit nimmt die Impedanz zu. Die unmodifizierten Eisenschäume, die die höchste 
Eisenfreisetzung 4.1.1 und die höchste Sauerstoffzehrung 4.1.2 aufweisen, zeigen zu Beginn 
geringe Impedanzen, allerdings höher als Fe-HA. Im Inkubationsverlauf nimmt die Impedanz 
tendenziell weiter ab, was eine erhöhte bzw. gleichbleibend hohe Korrosion vermuten lässt.  
Neben der Impedanz, die zum einen durch |Z| und zum anderen durch den 
Phasenverschiebungswinkel φ in Abb. 4-18 dargestellt ist, kann das Korrosionsverhalten der 
jeweiligen Schäume und damit verbundene Vorgänge sowie der Einfluss der Beschichtung auf 
die Zugänglichkeit der korrodierenden Oberfläche durch die Berechnung des Widerstandes in 
den Poren (R1) und des Übergangswiderstandes Metall-Elektrolyt (R2) sowie des kapazitiven 
Elements der Doppelschicht in der Grenzfläche Metall-Elektrolyt (Q2) genauer betrachtet 
werden. Tab. 4-2 zeigt zusammenfassend eine Gegenüberstellung aller elektrochemisch 
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 Fe Fe-HA Fe-B 
Impedanz zu 
Beginn sehr niedrig ↓↓↓ sehr niedrig ↓↓↓ sehr hoch ↑↑↑ 
Impedanz zum 





abfallend ↓, bzw. niedrig 
bleibend, zum Ende 
leicht ansteigend ↑ 
ansteigend ↑↑ abfallend ↓ 
Phasenwinkel 
zu Beginn ein Maximum bei: 1 Hz 
ein dominierendes 
Maximum bei: 0,01 Hz 
ein kleineres             
Maximum bei: 100 Hz 





Maximum bei: 0,01 Hz 
ein kleineres           
Maximum bei:          
10-100 Hz 
ein dominierendes 
Maximum bei: 0,01 Hz 
ein kleineres             
Maximum bei: 10-100 Hz 




erst abfallend ↓         





erst abfallend ↓         












zunehmend ↑ abnehmend ↓ sehr niedrig ↓↓↓ 
Tab. 4-2 Zusammenfassung aller elektrochemisch ermittelter Werte (GEIS) und deren Trend während der 16-
wöchigen Inkubation von unmodifizierten Eisenschäumen (Fe), sowie mit Hydroxylapatit (Fe-HA) bzw. Brushit 
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4.1.7 Einfluss von Proteinen auf das Korrosionsverhalten 
Wie bereits in 4.1.1 gezeigt, ist das Korrosionsverhalten der verschiedenen (bioaktivierten) 
Eisenschäume abhängig von der Art und Zusammensetzung des jeweiligen 
Inkubationsmediums. Während die mit Brushit beschichten Eisenschäume im beobachteten 
Inkubationszeitraum von insgesamt 28 Tagen nahezu kein Eisen freisetzen, korrodieren die 
unmodifizierten und die mit HA beschichteten Eisenschäume in Abhängigkeit des 
Inkubationsmediums – in DMEM stärker als in McCoy’s. Ein Unterschied dieser beiden Medien 
ist der durch die Zugabe von FBS (10 % in DMEM und 15 % in McCoy’s) resultierte Gehalt an 
Proteinen. Im Folgenden soll untersucht werden, ob dies bereits einen Einfluss auf das 
Korrosionsverhalten bewirkt. Dazu werden unmodifizierte Eisenschäume mit und ohne FBS-
Zugabe in DMEM nach 3.2.2 inkubiert. Bereits nach 3 Tagen sind wie in Abb. 4-21 dargestellt 
Unterschiede optisch sichtbar. Während die Eisenschäume in DMEM mit 10 % FBS keine 
Auffälligkeiten zeigen, sind in den Wells der Schäume ohne Proteinzugabe neben einer starken 





Abb. 4-21 Foto-Aufnahmen von unmodifizierten Eisenschäumen nach 3 Tagen Lagerung in DMEM               
mit/ohne FBS (10 %) und mit/ohne Asc (200 µM) bei 37 °C und 7 % CO2 
        Asc -         Asc +         Asc -        Asc + 
      0 % FBS       10 % FBS 
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a            0 % FBS                     10 % FBS 
 
      Asc -         Asc+          Asc-          Asc+ 
 
b            0 % FBS                     10 % FBS 
 




d            0 % FBS                     10 % FBS 
 
       Asc -         Asc+          Asc-         Asc+ 
Abb. 4-22 Einfluss von Proteinen auf das Korrosionsverhalten von unmodifizierten Eisenschäumen bei der 
Lagerung bei 37 °C und 7 % CO2 für 7 d in DMEM ohne Proteinzusätze (0 % FBS) und in DMEM mit FBS (10 % 
FBS) und mit 200 µM Ascorbinsäure (Asc +) und ohne Ascorbinsäure (Asc -). 
(a) Foto-Aufnahme direkt nach dem Herausnehmen aus dem CO2-Inkubator; (b) Foto-Aufnahme nach Mischen 
durch „Auf- und Abpipettieren“ des Überstandes; (c) Bestimmung des gelösten und ausgefallenen Eisens im 
Überstand sowie Fe gesamt, Fe2+ und Fe3+; (d) Foto-Aufnahme nach Abpipettieren des Überstandes 
Nach einer Inkubation von 7 Tagen ist der Unterschied zwischen der Lagerung mit und ohne 
FBS wie in Abb. 4-22 dargestellt noch ausgeprägter. Die bereits in Teilabbildung Abb. 4-22 a 
sichtbare Trübung der Inkubationslösung ohne FBS-Zugabe wird durch Mischen des 
Überstandes mit einer Pipette in Teilabbildung Abb. 4-22 b noch deutlicher. Während die Wells 
bei den in DMEM mit 10 % FBS gelagerten Eisenschäumen auf der rechten Bildseite auch nach 
dem Auf- und Abpipettieren klar erscheinen, wird die Trübung durch den Mischungsvorgang bei 
der Inkubation ohne FBS verstärkt, sodass die im Well liegenden Schäume nicht mehr sichtbar 
sind. Wie Teilabbildung Abb. 4-22 d zeigt, werden nach Abpipettieren des Überstandes auch 
auf dem Wellboden Unterschiede zwischen mit und ohne FBS deutlich. Während durch die 
Zugabe von FBS nur ein geringer Teil an schwerlöslichen Eisenverbindungen ausfällt und sich 
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auf dem Wellboden absetzt, ist die Ablagerung ohne FBS-Zusatz wesentlich auffälliger, sodass 
bereits nach 7 Tagen mehr als die Hälfte der Wellbodenfläche mit ausgefallenen 
Korrosionsprodukten bedeckt ist. 
Durch die Bestimmung des gelösten und ausgefallenen Eisens im Überstand sowie des 
Gesamteisens und des Anteils an Fe2+- und Fe3+-Ionen in Abb. 4-22 c soll untersucht werden, 
ob die Ablagerungen im FBS-freien bzw. FBS-haltigem Medium auch quantitativ einen Einfluss 
auf die Eisenfreisetzung haben. Betrachtet man den gesamten messbaren Eisengehalt im 
Überstand, so ist wider erwarten kein Unterschied zwischen der Inkubation mit und ohne FBS 
feststellbar. In beiden Fällen liegt die Fe-Konzentration zwischen 100 bis 110 µg/mL nach 
7 Tagen Inkubation im CO2-Inkubator. Verzichtet man dagegen auf das unter 3.7.1 
beschriebene Ansäuern mit 6 M HCl, so kann man die Menge an gelöstem Eisen im Überstand 
ermitteln und erhält folgendes Ergebnis: Ohne Zugabe von FBS liegt mit ca. 60 µg/mL nur etwa 
¾ des Gesamteisens in gelöster Form vor. Ca. 40 µg/mL präzipitieren und fallen auf dem 
Wellboden aus. Durch die Zugabe von Proteinen in Form von FBS dagegen bleibt das von den 
Eisenschäumen freigesetzte Eisen gelöst, sodass hier die Werte Gesamteisen und gelöstes 
Eisen gleich sind. Durch Zugabe/ohne Zugabe von Ascorbinsäure bei der Eisenbestimmung 
kann der Anteil von Fe3+- und Fe2+-Ionen im gelösten Eisenanteil ermittelt werden. Wie im 
Diagramm erkennbar, liegt sowohl mit als auch ohne FBS der überwiegende Teil (ca. 90 %) in 
Form von Fe3+-Ionen vor. Absolut gesehen ist bei DMEM mit 10 % FBS mit ca. 100 µg/mL mehr 
Fe3+ (in gelöster Form) messbar als ohne FBS (ca. 60 µg/mL Fe3+). Dies liegt allerdings nicht 
daran, dass mit FBS mehr Eisen freigesetzt wird, sondern dass 1/3 des gesamten freigesetzten 
Eisens durch fehlende Serumproteine als unlöslicher Niederschlag ausfällt und die in den 
Teilabbildungen Abb. 4-22 a und Abb. 4-22 b beobachtete Trübung des Überstandes bewirkt.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass durch die Zugabe von FBS die absolute 
Eisenfreisetzung gegenüber Medium ohne FBS nicht beeinflusst wird, lediglich die Löslichkeit 
des freigesetzten Eisens wird dahingehend verändert, dass durch die Zugabe der 
Serumproteine das Eisen in Lösung bleibt, wohingegen ohne FBS ein Teil der 
Korrosionsprodukte ausfällt. 
Ein weiterer Aspekt, der vor allem bei der in vitro Charakterisierung mit Zellen eine Rolle spielt, 
ist die Zugabe des Reduktionsmittels Ascorbinsäure (Asc). Wie in den Abbildungen Abb. 4-21 
und Abb. 4-22 zu sehen sind weder visuell noch quantitativ Unterschiede zwischen der 
Inkubation mit (Asc+) und ohne (Asc-) Ascorbinsäure zu beobachten. In den folgenden 
Abbildungen Abb. 4-23 bis Abb. 4-26 soll untersucht werden, ob die Zugabe von FBS ins 
Inkubationsmedium auf das Korrosionsverhalten der CPP-beschichteten Eisenschäume Fe-B 
und Fe-HA Einfluss hat. Hierzu werden unmodifizierte Fe-Schäume sowie mit Brushit bzw. mit 
Hydroxylapatit beschichte Schäume für 28 d in DMEM mit und ohne FBS-Zusatz inkubiert,  
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Abb. 4-23 Foto-Aufnahmen von verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäumen (Fe ... unmodifizierter 
Eisenschaum; Fe-B ... Eisenschaum beschichtet mit Brushit; Fe-HA ... Eisenschaum beschichtet mit 
Hydroxylapatit) nach 28 Tagen Lagerung in DMEM bei 37 °C und 7 % CO2 mit/ohne FBS (10 %) und mit/ohne 
Asc (200 µM). Linke Abbildung: Eisenschäume vor der Inkubation; mittlere Abbildung: Eisenschäume nach der 
Inkubation; rechte Abbildung: leere Wells nach Entnahme der Eisenschäume. 
wobei die ersten 4 Tage der Mediumwechsel täglich und im weiteren Inkubationsverlauf 1x 
wöchentlich erfolgt. Abb. 4-23 zeigt die verschiedenen Eisenschäume nach 28 Tagen Lagerung 
im entsprechenden Medium bzw. die Korrosionsablagerungen auf dem Wellboden nach 
Entnahme der Proben. Wie bereits in 4.1.1 festgestellt, korrodieren die unmodifizierten 
Schäume am stärksten, sodass die Ablagerungen im Well hier am intensivsten sind – ohne FBS 
stärker als mit. Auch die relativ stark korrodierenden Fe-HA-Proben zeigen das gleiche 
Verhalten. Während nach 28 Tagen Inkubation bei 37 °C und 7 % CO2 in DMEM mit 10 % FBS 
nur geringfügige Ablagerungen auf dem Wellboden sichtbar werden, sind ohne Zugabe von 
FBS sowohl auf dem Wellboden als auch auf den Schäumen selbst intensiv orange gefärbte 
Ablagerung zu sehen. Sogar bei den in DMEM mit 10 % FBS nur gering korrodierenden mit 
Brushit beschichteten Eisenschäumen bewirkt das Fehlen der Serumproteine eine sichtbare 
Abscheidung von Rost auf der Welloberfläche – ohne Ascorbinsäure stärker als mit. Letztere 
Beobachtung kann hier zwar nicht ganz so deutlich, aber dennoch sichtbar auch in allen 
anderen Fällen gemacht werden. Dies gilt insbesondere auch für Fe und Fe-HA in DMEM mit 
10 % FBS sowie in DMEM ohne FBS, wobei die Ablagerungen der Korrosionsprodukte ohne 
die Zugabe von Asc etwas stärker und intensiver gefärbt als mit Asc erscheinen.  
Der Einfluss der Serumproteine wird für die stark korrodierenden Fe und Fe-HA bereits nach 
einem Tag Lagerung im entsprechenden Medium deutlich (Abb. 4-24). Ohne FBS-Zugabe 
lagern sich bei den unmodifizierten Eisenschäumen (Abb. 4-24 a) und bei den mit HA 
beschichteten Proben (Abb. 4-24 b) zum einen feine Korrosionspartikel auf dem Wellboden ab. 
Zum anderen schwimmen insbesondere bei Abb. 4-24 a mehr oder weniger große „Partikel- 
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Abb. 4-24 Foto-Aufnahmen von verschiedenen (CPP-bioaktivierter) Eisenschäumen nach 1 d Inkubation in 
DMEM (1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) ohne (a, c und e) und mit (b, d und f) FBS bei 37 °C und 7 % CO2. (a) Fe 
unmodifiziert in DMEM ohne FBS; b) Fe unmodifiziert in DMEM mit 10 % FBS c) Fe-HA in DMEM  ohne FBS; (d) 
Fe-HA in DMEM mit 10 % FBS; (e) Fe-B in DMEM ohne FBS; (f) Fe-B in DMEM mit 10 % FBS 
die unmodifizierten Eisenschäume noch keine Ausfällungen im Well in Abb. 4-24 b zu 
beobachten. Auch die beschichteten Fe-HA und Fe-B zeigen in Abb. 4-24 d und Abb. 4-24 f 
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handelt es sich um Calciumphosphat, das sich in unmittelbarer Nähe von der Probe zeigt. 
Während bei Fe-B deutlich die typischen Brushitnadeln erkennbar sind, erscheinen die 
Ablagerungen bei Fe-HA eher flächiger. Wie in Teilabbildung Abb. 4-24 e für Fe-B zu erkennen, 
ist bei der Lagerung ohne FBS-Zugabe nach einem Tag noch keine Eisenfreisetzung visuell 
nachweisbar. Die Brushitnadeln sind im Gegensatz zur Inkubation mit FBS gleichmäßiger 
verteilt, aber dennoch gut zu erkennen. Auch bei der Lagerung von Fe-HA-Proben in DMEM 
ohne FBS sind im Lichtmikroskop Calciumablagerungen im Well sichtbar. Da die Ausfällung an 
Korrosionsprodukten allerdings wesentlich stärker ist, werden die Calciumphosphatkristalle 
verdeckt und sind somit in Abb. 4-24 c nur schwer erkennbar. 
Auch in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 4-25 (Fe-HA) und Abb. 4-26 
(Fe-B) wird der Einfluss der Serumproteine auf die Korrosion der CPP-beschichteten 
Eisenschäume deutlich. Nach 28 Tagen sind sowohl auf den mit HA als auch auf den mit 
Brushit beschichteten Schäumen in DMEM mit/ohne FBS mehr oder weniger stark 
Ablagerungen von Korrosionspartikeln erkennbar. Während makroskopisch in Abb. 4-24 bei Fe-
B nahezu keine Korrosion in DMEM mit 10 % FBS bzw. eine sehr geringe Ablagerung von 
Korrosionsprodukten auf dem Well in DMEM ohne FBS zu beobachten ist, zeigen die REM-
Aufnahmen nicht nur bei Fe-HA sondern auch auf bei den mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen insbesondere in DMEM ohne FBS deutliche Korrosionserscheinungen in Form 
von Ablagerung feiner Korrosionspartikel (Abb. 4-26 e und Abb. 4-26 f). Durch Zugabe von 
Serumproteinen wird die Ausfällung von unlöslichen Eisenverbindungen herabgesetzt, sodass 
sich, wie in den Teilabbildungen Abb. 4-25 c und Abb. 4-25 d bei Fe-HA sowie in Abb. 4-26 c 
und Abb. 4-26 d für Fe-B erkennbar, deutlich weniger Korrosionsprodukte auf der Oberfläche 
der Schäume ablagern als ohne FBS-Zugabe. Bei Betrachtung der Beschichtung wird 
außerdem deutlich, dass bei den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen sowohl mit FBS 
(Abb. 4-26 c und Abb. 4-26 d) als auch ohne FBS (Abb. 4-26 e und Abb. 4-26 f) die typischen 
Brushitnadeln erhalten bleiben. Die Beschichtung von Fe-HA dagegen zeigt neben der 
Ablagerung von Korrosionsprodukten bereits Veränderungen an der Oberfläche, die beim 
Vergleich der Teilabbildungen Abb. 4-25 b mit Abb. 4-25 d deutlich werden.  
Zusammenfassend lässt sich hierbei sagen, dass der Einfluss der Serumproteine auf das 
Korrosionsverhalten sich insbesondere makroskopisch und mikroskopisch auf die Oberfläche 
der verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume auswirkt. Es ist dabei festzustellen, dass 
ohne Proteine schwerlösliche Korrosionsprodukte ausfallen und sich auf dem Wellboden und 
der Probenoberfläche ablagern. In Abhängigkeit des Korrosionsverhaltens der einzelnen 
Schäume (Fe = starke Korrosion, Fe-HA = mittelstarke Korrosion und Fe-B = sehr geringe 
Korrosion) ist dies bei den unmodifizierten Eisenschäumen bereits im Well makroskopisch  
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durch Ausfällungen im Überstand sowie in Form von Ablagerung auf der Zellkulturplatte 
sichtbar. Auch für die relativ stark korrodierenden Fe-HA werden die Auswirkungen der 
fehlenden Proteine durch Abscheidung von Korrosionsprodukten im Well und auf der Probe 




Abb. 4-25 REM-Aufnahmen mit Hydroxylapatit beschichteter Eisenschäume vor (a und b) und nach 28 d 
Inkubation in DMEM (1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) mit (c und d) und ohne (e und f) FBS bei 37 °C und 5 % 
CO2. (a), (c) und (e) Maßbalken 50 µm; (b), (d) und (f) Maßbalken 10 µm. 
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zusätzlich nachgewiesen werden, dass selbst die mit Brushit beschichteten Eisenschäume, für 
die nahezu keine Eisenfreisetzung messbar ist, nach 28 Tagen Korrosionserscheinungen in 







Abb. 4-26 REM-Aufnahmen mit Brushit beschichteter Eisenschäume vor (a und b) und nach 28 d Inkubation in 
DMEM (1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) mit (c und d) und ohne (e und f) FBS bei 37 °C und 5 % CO2. (a), (c) und 
(e) Maßbalken 50 µm; (b), (d) und (f) Maßbalken 10 µm. 
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Abb. 4-27 zeigt weitere Untersuchungen zum Einfluss von Proteinen auf das Korrosions-
verhalten von unmodifizierten Eisenschäumen. Neben FBS, welches ein Gemisch aus 
verschiedenen Serumproteinen darstellt, wird untersucht, ob bereits die Zugabe von einem 
Protein, in diesem Falle bovines Serumalbumin (BSA), die Eisenfreisetzung beeinflusst. 
Betrachtet man in Teilabbildung Abb. 4-27 a die Fe2+-Ionen Konzentration im Überstand, 
bewirkt die Zugabe von BSA keine Erniedrigung der Fe2+-Ionen Konzentration im Vergleich zur 
Inkubation in DMEM ohne Proteine. Während sie nach 2, 3 und 4 Tagen mit 20 µg/mL bis 
15 µg/mL im gleichen Bereich wie ohne Proteine liegt, ist sie zu Beginn der Inkubation an Tag 1 
mit 30 µg/mL sogar höher als in DMEM ohne Proteinzugabe (ca. 22 µg/mL). Durch die Zugabe 
von FBS wird die Fe2+-Ionenkonzentration im Überstand um 1/3 abgesenkt. Sie liegt nach 
4 Tagen mit täglichem Mediumwechsel bei ca. 10 µg/mL. 
Betrachtet man den gesamten Eisenionengehalt (Fe2+ und Fe3+) im Überstand in Abb. 4-27 b 
und die mit dieser in direktem Zusammenhang stehende Eisenfreisetzung in Abb. 4-27 d, so ist 
festzustellen, dass BSA ähnlichen Einfluss auf das Korrosionsverhalten der unmodifizierten 
Eisenschäume nimmt wie FBS. Während die Eisenfreisetzung mit 1800 µg/g Eisen (entspricht 
einer Fe-Konzentration im Überstand von 160 µg/mL) zu Beginn der Inkubation und 
700 µg/g Eisen (60 µg/mL) nach 2 Tagen ohne Proteine fast doppelt so hoch ist wie mit FBS, 
bewirkt die Zugabe von BSA eine nahezu gleiche Abnahme der Korrosion wie FBS. Lediglich 
an Tag 1 liegt sie mit 1400 µg/g Eisen ca. 400 µg/g höher. Für Tag 2 und 3 wird mit reichlich 
500 µg/g Eisen und für Tag 4 mit ca. 400 µg/g Eisen ein nur unwesentlich höherer Wert 
gemessen als mit FBS. 
In Abb. 4-27 c ist der Fe2+-Anteil des gesamten Eisenionengehalts im Überstand für die 3 
verschiedenen Inkubationsmedien (mit/ohne FBS/BSA) dargestellt. Zu allen vier Zeitpunkten 
liegt dieser ohne Proteine niedriger als mit FBS oder BSA. Nach einem Tag Inkubation ohne 
Proteine liegen lediglich 15 % der Fe-Ionen als Fe2+ vor. Mit FBS bzw. BSA erhöht sich der 
Anteil auf über 20 %. Während sich im Verlaufe der Zeit der Fe2+-Anteil ohne Proteine auf ca. 
20 % einstellt, erhöht sich dieser durch die Zugabe von Proteinen auf über 40 % an Tag 4. 
Dabei spielt es keine Rolle, ob FBS oder BSA zugegeben wird. 
Die Teilabbildungen Abb. 4-27 e und Abb. 4-27 f zeigen mit der H2O2-Konzentration im 
Überstand einen weiteren Parameter des Korrosionsverhaltens der Eisenschäume bei der 
Inkubation mit/ohne Proteine.  Auch hier wird deutlich, dass das Fehlen von Proteinen eine 
erhöhte H2O2-Konzentration bewirkt. Zu Beginn der Inkubation werden ohne FBS mit 1 µM und 
0,6 bis 0,8 µM im Verlauf der Inkubationszeit 2- bis 3-fach höhere Werte als mit FBS gemessen. 
Durch Zugabe von BSA kann die H2O2-Konzentration erniedrigt werden. Sie liegt maximal 1,5-
fach höher als in FBS. 
 




















































































































































Abb. 4-27 Einfluss von Proteinen auf das Korrosionsverhalten von unmodifizierten Eisenschäumen für die Lagerung
bei 37 °C und 7 % CO2 für 4 d in DMEM ohne Proteinzusätze (ohne), in DMEM mit 10 % FBS (FBS) und in DMEM 
mit 10 % BSA (BSA) - Mediumwechsel täglich. 
(a) Bestimmung der Fe2+-Konzentration im Überstand [µg/mL] 
(b) Bestimmung der Fe2+- und Fe3+-Konzentration im Überstand [µg/mL] 
(c) Bestimmung des Fe2+-Anteils im Überstand [Fe2+/3+ = 100 %] 
(d) Bestimmung der Eisenfreisetzung im Überstand [µg/g Eisen] 
(e) Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand [µM] 
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Abb. 4-28 Korrosionsablagerung auf 12-Well Zellkulturplatten nach 1 d und 4 d Inkubation unmodifizierter 






Ergebnisse  93 
 

















Abb. 4-29 Korrosionsablagerung auf 12-Well Zellkulturplatten nach 1 d und 4 d Inkubation unmodifizierter 
Eisenschäume in DMEM mit/ohne 10 % FBS bzw. 10 % BSA bei 7 % CO2 und 37 °C mit täglichem 
Mediumwechsel. 
Die Bildung schwerlöslicher Fe3+-Ionenverbindungen, die als Fe(OH)3 ausfallen können, ist auch 
in Abb. 4-28 und Abb. 4-29 erkennbar. Bereits nach einem Tag Inkubation im CO2-Inkubator ist 
in DMEM ohne FBS-/BSA-Zugabe die bereits in den vorangegangenen Untersuchungen 
angesprochene Trübung des Überstandes sichtbar. Sowohl die Zugabe von FBS als auch von 
BSA unterbindet das Ausfallen schwerlöslicher Korrosionsprodukte dagegen, sodass die 
Inkubationslösung klar und durchsichtig erscheint. Nach Absaugen des Mediums werden im 
Well bereits nach einem Tag bzw. 4 d Lagerung ohne FBS/BSA-Zugabe Ablagerungen von 
Korrosionsprodukten sichtbar, wohingegen mit FBS bzw. BSA keine Ausfällungen erkennbar 
sind. 
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4.1.8 Einfluss von Ascorbinsäure auf das Korrosionsverhalten 
In Kapitel 4.1.7 wurde der Einfluss von Ascorbinsäure (Asc) auf das Korrosionsverhalten der 
verschieden bioaktivierten Eisenschäume bereits teilweise dargestellt. Da insbesondere bei den 
späteren in vitro Untersuchungen mit Zellen Asc bei der Differenzierung in Richtung 
Osteoblasten eine Rolle spielt, soll im Folgenden die Auswirkung der Zugabe von Asc zum 
Medium auf das Korrosionsverhalten der Eisenschäume genauer betrachtet werden. 
Abb. 4-30 a zeigt die Eisenfreisetzung nach der Inkubation von unmodifizierten Eisenschäumen 
mit bzw. ohne Zugabe von 200 µM Ascorbinsäure nach 10 d, 14 d, 17 d und 21 d. Der 
Mediumwechsel erfolgt 2-mal wöchentlich, wobei die Asc-Stocklösung jeweils frisch angesetzt 
wird. Es ist zum einen auffällig, dass zu allen Messzeitpunkten die Eisenfreisetzung in DMEM 
mit Asc um ca. 200 bis 700 µg/g Eisen höher liegt als ohne Asc-Zusatz. Zum anderen ist zu 
beobachten, dass bei Zugabe von Asc die Werte abhängig von der Länge der Zeit zwischen 
den jeweiligen Mediumwechsel stärker schwanken als ohne Asc (ca. 1000 µg/g Eisen). Zu den 
Zeitpunkten 10 d und 17 d mit einem Mediumwechsel nach 3 Tagen liegt die Eisenfreisetzung 
bei ca. 1500 µg/g Eisen und damit ca. 250 bis 400 µg höher als ohne Asc. Erfolgt der 
Mediumwechsel nach 4 Tagen (Zeitpunkte: 14 d und 21 d) erhöhen sich die Werte auf ca. 1600 
µg/g Eisen bzw. 1800 µg/g Eisen und sind damit ca. 600 bis 700 µg höher als ohne 
Reduktionsmittelzugabe. Der Einfluss, der von der Zugabe von Proteinen ausgeht, wirkt sich in 
erster Linie auf die Löslichkeit der Korrosionsprodukte aus. Der Effekt, der von Ascorbinsäure 
ausgeht, ist zwar wesentlich weniger offensichtlich als der Effekt durch Proteine, vor allem bei 
Zugabe von FBS. Allerdings sind hier im Gegensatz zu Abb. 4-22 c veränderte 
Eisenfreisetzungen im Vergleich zu der Inkubation ohne Asc messbar. 
a               b 
 
           
Abb. 4-30 Einfluss von Ascorbinsäure auf das Korrosionsverhalten von unmodifizierten Eisenschäumen (Fe) sowie 
mit Brushit (Fe-B) bzw. mit HA beschichteten (Fe-HA) Schäumen bei der Lagerung bei 37 °C und 7 % CO2 in 
DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) mit und ohne Ascorbinsäure (200 µM). (a) Eisenfreisetzung; (b) 




 Asc - Asc + Asc - Asc + 
0% FBS 10% FBS 
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4.1.9 Einfluss der Kultivierungsmethode auf das Korrosionsverhalten 
Bereits im vorangegangen Kapitel 4.1.8 deutet sich an, dass die Eisenfreisetzung nicht nur von 
der Art des Inkubationsmediums und dessen Zusätzen abhängig ist, sondern auch von der Zeit 
und der Häufigkeit des Medienaustausches. Abb. 4-31 zeigt den Einfluss der 
Kultivierungsmethoden statisch und dynamisch auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und 
die Eisenfreisetzung. Im Hinblick auf Teilkapitel 4.2 sind im Folgenden Ergebnisse des 
Experiments zum einen in Perfusionskammern (siehe Kapitel 3.6.10) mit je 6 Eisenschäumen, 
die entweder statisch oder dynamisch inkubiert wurden, dargestellt. Zum anderen erfolgt wie bei 
den späteren Zellversuchen auch die Inkubation statisch in 12 Well Zellkulturplatten mit je 
einem Eisenschaum pro Well. Im Fall der dynamischen Kultivierung werden die 
Konzentrationen an H2O2 und an Eisen sowohl im Überstand der Abfallflaschen (dyn. außen) 
als auch im Inneren der Perfusionskammern (dyn. innen) ermittelt. Die Durchflussrate beträgt 
1 mL/h.  
a b 
c d 
Abb. 4-31 Einfluss der Kultivierungsmethode statisch (st.) und dynamisch (dyn.) auf das Korrosionsverhalten von
unmodifizierten Eisenschäumen bei der Lagerung bei 37 °C und 7 % CO2 für 1 d, 4 d und 8 d in DMEM (mit 10 %
FBS und 1 % P/S). statisch: 6 Eisenschäume pro Perfusionskammer mit 10 mL Medium; dynamisch:
6 Eisenschäume pro Perfusionskammer mit einer Durchflussrate von 1 mL/h (dyn. außen: Abfallflasche; dyn. innen:
Perfusionskammer); 12 Well: 1 Eisenschaum pro Well mit 4 mL Medium. (a) Bestimmung der H2O2-Konzentration im
Überstand [µM]; (b) Bestimmung der Fe-Konzentration im Überstand [µg/mL]; (c) Bestimmung der Eisenfreisetzung
im Überstand [µg/g Eisen]; (d) Bestimmung der Eisenfreisetzung im Überstand [µg/g Eisen/d]. 
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Erwartungsgemäß ist bei der statischen Kultivierung in den Perfusionskammern mit 
6 Eisenschäumen in 10 mL sowohl die H2O2- als auch die Eisenkonzentration im Überstand 
höher als bei der statischen Inkubation von einem Eisenschaum pro Well in 4 mL. Während die 
H2O2-Konzentration nach 4 d und 8 d im Well der Zellkulturplatte bei ca. 1 µM liegt, sind die 
Werte in der statischen Perfusionskammer ca. doppelt so hoch. Analog dazu werden mit 
Eisenkonzentrationen von 150 µg/mL nach 1 d bzw. ca. 300 µg/mL nach 4 d und 8 d in den 
Perfusionskammern mit 6 Eisenschäumen ca. 1,5-fach höhere Werte als im Well mit 4 mL pro 
Schaum gemessen. Bezogen auf die Eisenfreisetzung pro g Eisen (Abb. 4-31 c) bzw. der 
Eisenfreisetzung pro Tag (Abb. 4-31 d) ist das Ergebnis umgekehrt. Hier liegen die 
Korrosionsraten für die Inkubation 1 Eisenschaum/4 mL im Vergleich zu 6 Eisen-
schäumen/10 mL ca. ¼ höher.  
Um den Einfluss des dynamischen Mediumsaustauschs zu untersuchen, werden zusätzlich 
6 Eisenschäume je Perfusionskammer dynamisch inkubiert. Hier zeigen die Ergebnisse 
entgegen den Erwartungen vor allem im Hinblick auf die Konzentrationen an reaktiven 
Sauerstoffspezies und Eisenionen im Überstand zwischen beiden Methoden keine 
Unterschiede. Für die dynamische Kultivierung werden sogar leicht höhere Konzentrationen an 
H2O2 und Eisen im Überstand gemessen als statisch. Die in den Abfallflaschen der dynamisch 
inkubierten Schäume gesammelten Durchflüsse sowie die Eisenkonzentrationen im Inneren der 
Perfusionskammern ergeben jedoch wie erwartet in Summe mit 1400 µg/g Eisen pro Tag zu 
Beginn der Inkubation und mit 600 µg/g Eisen pro Tag bzw. 500 µg/g Eisen pro Tag zu den 
Messzeitpunkten 4 d und 8 d eine größere Eisenfreisetzung als für die statische Kontrollgruppe, 
bei der die Eisenfreisetzung nach 1 d bei 800 µg/g Eisen pro Tag liegt und später auf 400 µg/g 
Eisen pro Tag (nach 4 d) bzw. 300 µg/g Eisen pro Tag (nach 8 d) abfällt.  
Entsprechend den Ergebnissen aus 4.1.1 nimmt unabhängig von der Inkubationsmethode die 
Eisenfreisetzung pro g Eisen im Verlauf der Inkubation über die Zeit ab. Lediglich die Höhe der 
Abnahme ist von der Inkubationsmethode abhängig. So zeigen die dynamisch kultivierten 
Eisenschäume mit 1400 µg/g Eisen pro Tag die höchste initiale Eisenfreisetzung und über die 
Zeit somit auch die größte Abnahme der Korrosionsgeschwindigkeit auf 500 µg/g Eisen pro Tag 
im Vergleich zum Beginn der Inkubation.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die dynamisch Inkubation die absoluten Eisen- 
und H2O2-Konzentrationen im untersuchten Zeitraum von 1 d bis 8 d im Vergleich zur statischen 
Inkubation nicht beeinflusst werden, jedoch die Gesamteisenfreisetzung über die Zeit durch 
einen ständigen Austausch an Medium erhöht wird. 
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4.1.10 Einfluss von Zellen auf das Korrosionsverhalten  
Nicht nur Proteine oder andere Medienzusätze können das Korrosionsverhalten der 
Eisenschäume beeinflussen. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchungen zum 
Einfluss von Zellen auf Eisen- (Abb. 4-32)  und H2O2-Konzentration (Abb. 4-33) dargestellt. 
Wie in Abb. 4-32 zu erkennen, zeigen die hMSC der beiden Spender 315 und 342 bei der 
Inkubation mit unmodifizierten Eisenschäumen den größten Einfluss auf die Eisenkonzentration 
im Überstand im Vergleich zur Kontrolle ohne Zellen. Sowohl mit als auch ohne Zugabe von 
Ascorbinsäure liegen die Eisenkonzentrationen zum Teil mit 40 bis 60 µg/mL 40 % niedriger als 
ohne Zellen. Insbesondere zu den Zeitpunkten 10 d und 17 d mit einem Mediumwechsel nach 
4 Tagen ist der Unterschied zwischen der Inkubation mit und ohne Zellen am deutlichsten. 
Erfolgt der Mediumwechsel bereits nach 3 Tagen (Zeitpunkt 6 d und 13 d) liegen die 
Eisenkonzentrationen im Überstand mit Zellen vor allem bei Zugabe von Asc nur geringfügig 
niedriger als ohne Zellen bzw. im Fall der hMSC der Spender 282 und 342 sogar gleich wie bei 
der Kontrollgruppe ohne Zellen.  
a b 
c d 
Abb. 4-32 Eisenbestimmung im Überstand nach (a) 6 d, (b) 10 d, (c) 13 d und (d) 17 d Lagerung von unmodifizierten 
Eisenschäumen in 12-Well Zellkulturplatten mit/ohne Zellen (hMSC der Spender 282, 315 und 342) besiedelt.
Besiedlungsansatz: 15 000 Zellen/ cm2; Mediumwechsel: 2x wöchentlich 
Asc- ... DMEM mit 10 % FBS, 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin; Asc+ ... DMEM mit 10 % FBS, 1 % P/S, 2 mM L-
Glutamin und 200 µM Ascorbinsäure* (*frisch zugesetzt) 
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Darüber hinaus zeigen die Zellen von Spender 282 im Allgemeinen in diesen Untersuchungen 
den geringsten Einfluss auf die Eisenkonzentration im Überstand. So liegen hier die 
Eisenkonzentrationen zu den meisten Zeitpunkten im Bereich der Kontrolle, wohingegen bei 
den Zellen der beiden anderen Spendern 315 und 342 mit beispielsweise 80 µg/mL (hMSC 315, 
Asc-), und 70 µg/mL (hMSC 342, Asc-) bzw. 120 µg/mL (hMSC 315, Asc+) und 110 µg/mL 
(hMSC 342, Asc+) nach 17 d Kultivierung deutlich niedrigere Konzentrationen gemessen 
werden als in den Kontrollgruppen (100 µg/mL bei Asc- und 170 µg/mL bei Asc+).  
Wie Abb. 4-33 zeigt, nehmen die Zellen nicht nur auf die Eisenkonzentration sondern auch auf 
den H2O2-Gehalt im Überstand Einfluss und umgekehrt. Je mehr Zellen desto schneller wird 
dem Medium zugegebenes H2O2 abgebaut (Abb. 4-33 a). So sind bereits nach 1 h Inkubation 
mit 25 000 Zellen 40 %, mit 50 000 Zellen 50 % und mit 100 000 Zellen sogar 60 % des 
eingesetzten H2O2 abgebaut – während die H2O2-Konzentration in der Kontrollgruppe ohne 
Zellen noch bei 70 % der Ausgangskonzentration liegt. Wie im Diagramm zu sehen, ist H2O2 
sehr instabil und nach 2 h sind auch in der Kontrollgruppe nur noch reichlich 40 % und nach 4 h 
lediglich noch 30 % H2O2 nachweisbar. Durch Zellen wird dieser Effekt beschleunigt, sodass 
nach 2 h der H2O2-Gehalt bereits auf 30 % (25 000 Zellen), ca. 20 % (50 000 Zellen) bzw. 15 % 
(100 000 Zellen) sinkt und nach weiteren 2 h die Konzentration unter 20 % (für 25 000 Zellen 
und 50 000 Zellen) fällt bzw. für 100 000 Zellen sogar gegen Null geht. Nach 24 h ist auch in 
der Kontrolle nahezu kein H2O2 mehr nachweisbar.  
a b 
Abb. 4-33 Einfluss von H2O2 als reaktive Sauerstoffspezies auf das Zellverhalten von SaOs-2 Zellen. 
(a) Einfluss der Zellzahl (SaOs-2) auf die Stabilität von H2O2 in McCoy’s über 1 h, 2 h, 4 h und 24 h bei 37 °C und 
5 % CO2. Als Referenz dient McCoy’s ohne H2O2. (b) Einfluss der H2O2-Konzentration auf die Zellzahl von SaOs-2 
Zellen nach Inkubation für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2. 
Dass nicht nur die Zellen Einfluss auf den H2O2-Gehalt nehmen, sondern auch der H2O2-Gehalt 
die Zellen beeinflusst, ist in Teilabbildung Abb. 4-33 b zu erkennen. Je mehr H2O2 zugegeben 
wird, desto weniger Zellen sind nach 24 h Inkubation in H2O2-haltigem Zellkulturmedium mittels 
Laktat-Dehydrogenase-Aktivität nachweisbar. Um die verschiedenen Zellzahlen besser 
vergleichen zu können, ist dabei nicht die absolute Zellzahl dargestellt, sondern bezogen auf 
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die Kontrollgruppen (ohne H2O2 = 100 %) der prozentuale Anteil der lebenden Zellen in 
Abhängigkeit der H2O2-Konzentration und der Ausgangszellzahl (25 000, 50 000 und 100 000) 
dargestellt. Während bei Konzentrationen von 1 µM und 10 µM H2O2 für die hier getesteten 
Zellzahlen noch ca. 40 % der Zellen nach 24 h überleben, wirkt eine H2O2-Konzentration von 
100 µM stark zytotoxisch, sodass lediglich 10 % (Ausgangszellzahl: 100 000 Zellen) bzw. unter 
5 % (Ausgangszellzahlen: 50 000 und 25 000) die 24-stündige Inkubation in H2O2-haltiger 
Lösung überleben. Im Vergleich zum Einfluss der Zellzahl auf die Abbaugeschwindigkeit dieser 
reaktiven Sauerstoffspezies ist die Überlebenszellrate nicht oder nur sehr gering von der 
Ausgangszellzahl abhängig bzw. beeinflussbar. Lediglich für die niedrige H2O2-Konzentratin von 
1 µM und für die hohe H2O2-Konzentration von 100 µM ist ein geringfügiger Einfluss der 
eingesetzten Zellzahl zu erkennen. Je mehr Zellen zu Beginn der Inkubation eingesetzt werden, 
desto mehr Zellen überleben prozentual (Abb. 4-33 b) und können Einfluss auf den H2O2-
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4.2 Zellbiologische Charakterisierung 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der zellbiologischen Charakterisierung dargestellt. 
Beginnend mit Zytotoxizitätsversuchen, bei denen kein direkter Zellkontakt zur Probe besteht, 
wird die Zellantwort der osteoblastenähnlichen SaOs-2 Zelllinie sowie von drei Spendern 
humaner mesenchymaler Stammzellen auf verschiedene CPP-Beschichtungen (und zum Teil 
auch der CPP-Befüllungen) sowie Korrosionsprodukte der Eisenschäume untersucht. 
Anschließend werden im direkten Kontakt zur Probe Adhäsion und Proliferation der Zellen 
sowie die Bioaktivierung und Differenzierung sowohl in statischer als auch in dynamischer 
Kultur betrachtet. Abschließend sind die Ergebnisse der biochemischen und 
molekularbiologischen Untersuchungen zum oxidativen Stress dargestellt. 
4.2.1 Zytotoxizität 
Die Bestimmung des Einflusses von Beschichtungen und Eisenfreisetzung auf das 
Zellverhalten wie Proliferation und Differenzierung ist im Folgenden dargestellt. Neben der 
indirekten Inkubation der Zellen mit Mediumextrakten, die zuvor mit den zu charakterisierenden, 
verschieden modifizierten Eisenschäumen für 24 h vorlagern, werden Ergebnisse der Versuche 
mit Zellkultureinsätzen und aufgelegten Proben aufgeführt. 
 
4.2.1.1 Extrakte 
Durch die Beschichtung bzw. Befüllung der Eisenschäume mit verschiedenen 
Calciumphosphatphasen (CPP) kann, wie in 4.1 gezeigt, das Korrosionsverhalten der jeweiligen 
Schäume beeinflusst werden. Für die zellbiologische Bewertung der je nach 
Korrosionsgeschwindigkeit abhängigen Konzentration an Korrosionsprodukten werden Zellen 
zunächst indirekt mit Medienextrakten (ohne direkten Kontakt zur Probe) nach 3.6.6 inkubiert. 
Die Ergebnisse dieser Zytotoxizitätsversuche sind in Abb. 4-34 für die hMSC der Spender 282, 
315 und 342 dargestellt. 
Die Diagramme Abb. 4-34 a, c und e vergleichen die Zytotoxizität von Medienextrakten nach 
Vorlagerung sowohl von unmodifizierten Eisenschäumen als auch von CPP-beschichteten 
(Brushit und HA) und CPP-gefüllten Eisenschäumen (MgCPC und 1P CPC) in DMEM für 24 h 
bei 37 °C und 7 % CO2 für die hMSC der Spender 282 (Abb. 4-34 a), 315 (Abb. 4-34 c) und                 
342 (Abb. 4-34 e) auf 96-Well Zellkulturplatten nach 7 d und 14 d osteogener Induktion. Als 
Referenz dient DMEM, das ohne Fe-Schaum für 24 h ebenfalls bei 37 °C und 7 % CO2 
vorgelagert wird. Die Zellen aller 3 Spender zeigen in der Kontrollgruppe die höchste 
Proliferation. Dabei proliferieren die Zellen mit Zugabe von osteogenen Zusätzen (Os+) dreimal 
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Abb. 4-34 Vergleich der Zytotoxizität von Medium-Extrakten nach Vorlagerung von verschieden modifizierten 
Eisenschäumen (Fe ... unmodifiziert; Fe-B ... Fe beschichtet mit Brushit; Fe-HA ... Fe beschichtet mit HA; MgCPC ... 
Fe gefüllt mit MgCPC; 1P CPC ... Fe gefüllt mit 1P CPC)  in DMEM für 24 h bei 37 °C und 7 % CO2 für die hMSC
der Spender (a) 282, (c) 315 und (e) 342 auf 96-Well Zellkulturplatten nach 7 d und 14 d osteogener Induktion. 
Vergleich der Zytotoxizität von Medium-Extrakten nach Vorlagerung von verschieden CPP beschichteten 
Eisenschäumen (Fe-B ... Fe beschichtet mit Brushit und Fe-HA ... beschichtet mit HA) in DMEM für 24 h bei 37 °C 
und 7 % CO2 für die hMSC der Spender (b) 282, (d) 315 und (f) 342 auf 96-Well Zellkulturplatten nach 14 d, 21 d 
und 28 d osteogener Induktion. Als Referenz dient DMEM, das ohne Fe-Schaum für 24 h ebenfalls bei 37 °C und 
7 % CO2 vorgelagert wird. 
schneller als im Basismedium (Os-). Während sich die Zellzahl nach 7 Tagen in letzterem von 
5 800 Zellen pro Well auf ca. 12 000 (hMSC 282)  bis 18 000 Zellen (hMSC 315) verdoppelt 
bzw. verdreifacht hat, ist im Differenzierungsmedium eine Verfünf- (hMSC 342) bzw. 
Versiebenfachung (hMSC 282 und 315) auf 30 000 bzw. 40 000 Zellen pro Well zu beobachten. 
Aufgrund der durch die Zugabe osteogener Zusätze initialen, höheren Proliferationsraten sind 
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die absoluten Zellzahlen nach 14 Tagen im Differenzierungsmedium mit 60 000 Zellen (hMSC 
315) und 70 000 Zellen (hMSC 282 und 342) am höchsten. Im Basismedium werden zwar 
lediglich ca. 40 000 Zellen pro Well erreicht, jedoch ist hier die Proliferationsleistung zwischen 7 
und 14 Tagen mit einer Verdopplung bzw. Verdreifachung der Zellzahl höher als im 
Differenzierungsmedium, wo sich die Zellzahl in der 2. Woche maximal verdoppelt (hMSC 342). 
Für die Spender 282 und 315 erhöht sich hier die Zellzahl lediglich von 45 000 auf 70 000 
Zellen pro Well (hMSC 282) bzw. von 40 000 auf 60 000 Zellen pro Well (hMSC 315). 
Bei der Inkubation der Zellen mit Fe-vorgelagerten Medienextrakten wird dieses Zellverhalten 
unterschiedlich stark beeinflusst. Am stärksten wird die Proliferation durch Fe-HA und 
Fe+1P CPC Extrakte gehemmt. Während sich die Zellzahl im Basismedium Fe+1P CPC nach 
14 Tagen im Vergleich zur Ausgangszellzahl nicht geändert hat, kann durch die Zugabe 
osteogener Zusätze für die Zellen der Spender 282 und 342 maximal eine Verdopplung der 
Zellzahl festgestellt werden. Bei den Fe-HA-Extrakten zeigen die Zellen ein ähnlich gehemmtes 
Verhalten. Hier wird für die Zellen von Spender 315 nach 7 Tagen mit ca. 10 000 Zellen pro 
Well eine Verdopplung der Zellzahl erreicht, allerdings ist nach 14 Tagen kein weiterer 
wesentlicher Anstieg zu beobachten. Die Zellen der Spender 282 und 342 zeigen nach 7 Tagen 
keine wesentliche Veränderung der Ausgangszellzahl, erst nach 14 Tagen wird mit ca. 10 000 
Zellen pro Well eine Verdopplung erreicht. Die Zugabe osteogener Zusätze hat dabei keinen 
Einfluss auf das Proliferationsverhalten. 
Extrakte der am stärksten korrodierenden unmodifizierten Eisenschäume hemmen das 
Zellwachstum im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls deutlich. Die Ausgangszellzahl von 5 800 
Zellen kann in den ersten 7 Tagen zwar verdreifacht (hMSC 342) bzw. vervierfacht (hMSC 282 
und 315) werden, allerdings nimmt die Zellzahl im Laufe der Inkubationszeit nur noch 
geringfügig zu, sodass die absolute Zellzahl nach 14 Tagen mit 30 000 Zellen pro Well (hMSC 
315 und 342) bzw. 40 000 Zellen pro Well (hMSC 282) im Differenzierungsmedium nur etwa 
halb so groß ist wie in der Kontrolle. Dabei ist auffällig, dass durch die Zugabe osteogener 
Zusätze das Zellwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe stark gehemmt wird. Im 
Basismedium tritt diese Hemmung in einer geschwächten Form auf, jedoch werden auch hier 
mit 20 000 Zellen pro Well (hMSC 282 und 342) bzw. 30 000 Zellen pro Well weniger Zellen 
gemessen als in der Kontrolle.  
In Fe-B und Fe+MgCPC vorgelagerten Extrakten werden die besten Proliferationsraten erzielt. 
Im Fe-B Basismedium werden nach 14 Tagen Inkubation mit ca. 40 000 Zellen pro Well gleiche 
(bzw. z.T. sogar höhere) Zellzahlen erreicht wie in DMEM ohne Kontakt zu Fe-Schäumen. 
Bereits nach 7 Tagen liegen die Zellzahlen mit 20 000 Zellen pro Well (hMSC 282 und 342) 
bzw. 30 000 Zellen pro Well (hMSC 315) für das vorgelagerte Basismedium höher als im 
Kontrollmedium. Durch die Zugabe osteogener Zusätze wird die Proliferation in den Fe-B 
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Extrakten weiter begünstig, sodass bereits nach 7 Tagen eine maximale Zellzahl mit ca. 
50 000 Zellen pro Well für alle drei Spender erreicht wird. Diese nimmt aufgrund der 
fortschreitenden Differenzierung (siehe Abb. 4-61 und Abb. 4-62) im weiteren 
Inkubationsverlauf von Tag 7 zu Tag 14 nicht weiter zu. 
Die Fe+MgCPC-Extrakte zeigen ebenfalls keinen negativen Einfluss auf das Zellverhalten. Hier 
ist für die Zellen der Spender 282 und 342 ein ähnlicher Kurvenverlauf wie in der Kontrollgruppe 
zu beobachten. Die Inkubation im Differenzierungsmedium bewirkt bereits nach 7 Tagen eine 
wesentlich höhere Proliferation als im Basismedium, sodass nach 14 Tagen mit ca. 50 000 
Zellen im Fe+MgCPC-Differenzierungsmedium doppelt so viele Zellen vorhanden sind als ohne 
die Zugabe osteogener Zusätze. Die Zellen von Spender 315 zeigen ein etwas abweichendes 
Zellverhalten, jedoch ist auch hier keine Hemmung der Zellzahl durch den Fe+MgCPC-Extrakt 
zu beobachten. Bereits nach 7 Tagen hat sich die Zellzahl auf über 30 000 Zellen pro Well im 
Basismedium bzw. auf über 40 000 Zellen pro Well im Differenzierungsmedium erhöht. Nach 14 
Tagen ist keine weitere Erhöhung festzustellen. 
Zusammenfassend lässt sich für diesen Ergebnissteil feststellen: während Fe-, Fe-HA-, und   
Fe-B+1P CPC-Extrakte die Proliferation der mesenchymalen Stammzellen auf Polystyrol 
hemmen, fördern Fe-B und Fe-B+MgCPC das Zellwachstum. 
 Fe Fe-B Fe-HA Fe+MgCPC Fe+1P CPC 
Proliferation in 
Extrakten 
↓ ↑↑ ↓↓ ↑ ↓↓ 
Tab. 4-3 Auswirkung von Extrakten auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen                                    
(Pfeil nach oben ... positiv; Pfeil nach unten ... negativ) 
Im zweiten – rechten – Teil von Abb. 4-34 sind die Ergebnisse eines weiteren 
Zytotoxizitätsversuches dargestellt. Dabei soll der Einfluss von Extrakten, die zuvor mit CPP-
beschichteten (Brushit und HA) Eisenschäumen für 24 h vorgelagert werden, über einen 
Inkubationszeitraum von 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion untersucht werden. 
Auch hier ist deutlich zu erkennen, dass die Fe-HA-Extrakte die Proliferation aller drei Spender 
hemmen. Sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium nimmt die Zellzahl über den 
gesamten Inkubationszeitraum von 28 Tagen nicht zu. Für die Zellen der Spender 315 und 342 
ist im Differenzierungsmedium an Tag 28 sogar eine Abnahme der Zellzahl zu beobachten. Bis 
auf diese Beobachtung zeigt die Zugabe von osteogenen Zusätzen weder negativen noch 
positiven Einfluss auf das Zellverhalten bei der Inkubation mit Fe-HA-Extrakten.  
Im Gegensatz dazu wirkt sich die Inkubation mit Fe-B-Extrakten positiv auf die Proliferation der 
Zellen aus. Bereits im Basismedium ist nach 14 Tagen die Zellzahl für alle untersuchten hMSC 
mit 20 000 Zellen pro Well (hMSC 282 und 342) bzw. 25 000 Zellen pro Well (hMSC 315) z.T. 
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fast doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe, wo lediglich 10 000 Zellen pro Well (hMSC 282 
und 342) bzw. 18 000 Zellen pro Well (hMSC 315) erreicht werden. Im Laufe der Inkubation 
nimmt die Zellzahl sowohl in der Kontrollgruppe als auch bei den Fe-B-Extrakten ohne 
osteogene Zusätze nur unwesentlich zu und erreicht nach 28 Tagen maximal 25 000 Zellen pro 
Well (Fe-B Extrakte) bzw. 18 000 Zellen pro Well (Kontrolle).  
Durch die Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason 
(Differenzierungsmedium) wird das Zellverhalten wesentlich beeinflusst. Sowohl bei den Fe-B 
Extrakten als auch bei DMEM ohne Fe-Vorlagerung ist eine Erhöhung der Zellzahl zu 
beobachten. Diese liegt bei den Zellen der Spender 282 und 342 nach 14 und 21 Tagen in Fe-B 
doppelt und in der Kontrolle sogar dreifach so hoch wie im Basismedium. Absolut gesehen ist 
dabei die Zellzahl in Fe-B-Differenzierungsmedium mit 40 000 (hMSC 282) bis 50 000 (hMSC 
342) Zellen pro Well höher als in der Kontrollgruppe, in welcher Zellzahlen von 30 000 Zellen 
pro Well (14 d) bzw. 40 000 Zellen pro Well (21 d) erreicht werden. Nach 28 Tagen kann bei Fe-
B keine weitere Steigerung der Zellzahl erzielt werden, sodass die absoluten Zellzahlen in der 
Kontrolle höher liegen.  
Die Zellen von Spender 315 zeigen auch in diesem Versuch im Vergleich zu den anderen 
beiden Spendern ein etwas abweichendes Verhalten, jedoch kann auch hier kein negativer 
Einfluss durch die Fe-B Extrakte festgestellt werden. Die Zellzahl im Differenzierungsmedium 
liegt nach 14 d mit über 20 000 Zellen pro Well und nach 21 d mit über 30 000 Zellen pro Well 
im Bereich der Kontrolle. Nach 28 Tagen liegt die Zellzahl mit ca. 40 000 Zellen pro Well sogar 
über dem Wert der Referenzgruppe. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass auch über einen längeren Zeitraum von 28 Tagen in 
Fe-B vorgelagerte Extrakte keinen negativen Einfluss auf die Proliferation von mesenchymalen 
Stammzellen zeigen. Im Gegenteil, sie bewirken z.T. sogar bei zwei von drei untersuchten 
Spendern erhöhte Zellzahlen sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium. Die 
zytotoxische Wirkung von Fe-HA-Extrakten dagegen wird durch die Zugabe von osteogenen 
Zusätzen teilweise verstärkt und bewirkt eine Abnahme der Zellzahl.  
Die Eisenfreisetzung in das umgebende Medium ist neben der Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies und der Absenkung der Sauerstoffsättigung einer der Hauptfaktoren, die für 
das Zellverhalten eine wesentliche Rolle spielen. Der Einfluss der Eisenkonzentration im 
Überstand auf die Zellproliferation ist für die hMSC der Spender 282, 315 und 342 in Abb. 4-35 
dargestellt. Nach einer Inkubationszeit von einem Tag in eisenhaltigem Medium können noch 
keine Unterschiede im Zellverhalten im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Im Verlaufe 
der Inkubationszeit über 7 d und 28 d ist spenderabhängig ein Einfluss des Eisenionengehaltes 
auf die Zellzahl erkennbar. Die Zellen der Spender 282 und 342 zeigen ein ähnliches 
Zellwachstum. Sie proliferieren sowohl mit als auch ohne Eisenzugabe wesentlich langsamer 
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als die Zellen von Spender 315. Während letztere im Kontrollmedium nach 28 d eine 
Verdreifachung der Zellzahl zeigen, ist bei den beiden anderen Spendern lediglich eine 
Verdopplung der Ausgangszellzahl feststellbar. 
Das unterschiedliche Zellverhalten der hMSC der verschiedenen Spender wird bereits nach 
7 Tagen Inkubation mit/ohne Fe-haltigem Medium deutlich. Die Zellen von Spender 315 zeigen 
in Abhängigkeit der Eisenkonzentration ein gehemmtes Zellwachstum. Je höher die Fe-
Konzentration, desto geringer die Zellzahl. Während in der Kontrolle die Zellzahl auf 120 000 
Zellen pro Well ansteigt, erhöht sich die Zellzahl bei einer geringen Fe-Konzentration von 
10 µg/mL auf ca. 100 000 Zellen pro Well und bei einer mittleren Fe-Konzentration von 
50 µg/mL auf lediglich 80 000 Zellen pro Well. Bei der hohen Fe-Konzentration von 100 µg/mL 
kann mit 60 000 Zellen pro Well nach 7 Tagen keine Erhöhung der Zellzahl festgestellt werden.   
Für die Zellen der Spender 282 und 342 kann ebenfalls ein negativer Einfluss auf die 
Proliferation beobachtet werden. Jedoch scheint dieser nach den ersten 7 Tagen 
konzentrationsunabhängig zu sein. Während sich bei der Kontrollgruppe die Zellzahl auf 90 000 
pro Well für beide Spender erhöht, ist das Zellwachstum im eisenhaltigen Medium sowohl für 
die hohe und mittlere als auch für die geringe Fe-Konzentration mit 60 000 Zellen pro Well in 
gleichem Maße gehemmt. 
Nach 28 Tagen Inkubation verändert sich das Zellverhalten dahingehend, dass für die Zellen 
von Spender 315 das eisenhaltige Medium keinen negativen Einfluss auf die Proliferation mehr 
ausübt. Die Zellzahlen liegen mit ca. 180 000 Zellen pro Well für alle 3 Konzentrationen sogar 
leicht höher als die Kontrollgruppe mit 150 000 Zellen. Bei den Zellen der Spender 282 und 342 
dagegen ist auch nach 28 d eine hemmende Wirkung durch die Inkubation mit Fe-haltigem 
Medium erkennbar. Vor allem bei den hMSC von Spender 282 wird dabei eine 
Konzentrationsabhängigkeit deutlich. Während die Zellzahl bei der geringen Eisenkonzentration 
von 10 µg/mL mit ca. 11 000 Zellen pro Well dem Wert der Kontrollgruppe entspricht, ist das 
Zellwachstum bei den beiden höheren Konzentration mit 90 000 Zellen pro Well (mittlere 
Konzentration von 50 µg/mL) bzw. 75 000 Zellen pro Well (hohe Konzentration von 100 µg/mL) 
gehemmt. Auch bei den Zellen von Spender 342 lässt sich eine Tendenz der Zellzahl in 
Abhängigkeit der Eisenkonzentration erkennen.  
Abb. 4-35 zeigt neben den Diagrammen zum Einfluss der Eisenkonzentration auf die 
Zellproliferation lichtmikroskopische Aufnahmen der adhärenten Zellen nach 28 d Inkubation mit 
der mittleren Eisenkonzentration von 50 µg/mL. Bei den Zellen der Spender 282 (Abb. 4-35 b) 
und 342 (Abb. 4-35 e) erscheinen viele Zellen gleichmäßig rostfarben, nur die Zellkerne sind 
ungefärbt. Auch bei den Zellen von Spender 315 (Abb. 4-35 d) sind einige Zellen rötlich 
gefärbt, allerdings weniger und nicht so intensiv wie bei den anderen beiden Spendern. 
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Abb. 4-35 Einfluss der Eisenkonzentration im Überstand auf Überleben und Proliferation der hMSC in 12-Well 
Zellkulturplatten über 1 d, 7 d und 28 d bei 7 % CO2 und 37 °C im Brutschrank. Der Mediumwechsel erfolgt 2-mal 
wöchentlich. Als Referenz werden Zellen ohne Zugabe von eisenhaltigem Medium inkubiert.  
hMSC 282: (a) Zellzahl (LDH-Messung; (b) lichtmikroskopische Aufnahme bei mittlerer Eisenkonzentration;  
hMSC 315: (c) Zellzahl (LDH-Messung); (d) lichtmikroskopische Aufnahme bei mittlerer Eisenkonzentration; 
hMSC 342: (e) Zellzahl (LDH-Messung); (f) lichtmikroskopische Aufnahme bei mittlerer Eisenkonzentration. 
 
Weitere lichtmikroskopische Aufnahmen zur Morphologie der Zellen 28 d nach Inkubation in 
verschiedenen Eisenkonzentrationen sind auf den folgenden Seiten in Abb. 4-36 und Abb. 4-37 
dargestellt. Während in Abb. 4-36 die Zellen der Spender 282, 315 und 342 im eisenhaltigen 
Zellkulturmedium zu sehen sind, zeigt letztere Abbildung die Zellen nach dem Waschen mit 
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Eisen aufnehmen als jene von Spender 315. Vor allem bei der hohen Eisenkonzentration von 
100 µg/mL und der mittleren Eisenkonzentration von 50 µg/mL sind die Zellen von hMSC 282 
und hMSC 342 intensiver gefärbt als von hMSC 315. Bei den Zellen von Spender 315 wird 
weniger Eisen durch die Zellen aufgenommen, hier scheinen sich die Korrosionsprodukte an 
der Zelloberfläche abzulagern.  
Für die Zellen der Spender 282 und 342 sind korrelierend zu den Ergebnissen der 
Proliferations-Untersuchungen keine deutlichen Unterschiede zwischen der hohen und der 
mittleren Eisenkonzentration erkennbar. Bereits bei der mittleren Konzentration von 50 µg/mL 
sind intensiv rotgefärbte Zellen zu sehen. Lediglich bei der geringeren Eisenkonzentration von 
10 µg/mL wird der Konzentrationsunterschied morphologisch sichtbar. Neben den ungefärbten 
Zellkernen sind hier weitere ungefärbte Vesikel erkennbar und die Zellen nicht vollständig 
rostfarben gefärbt. 
Die geringere Eisenaufnahme der Zellen von Spender 315 spiegelt sich zum einen in der 
Zellzahl und zum anderen in der Morphologie der Zellen wider. Während die hMSC der 
Spender 282 und 342 insbesondere bei den beiden höheren Eisenkonzentrationen von 
100 µg/mL und 50 µg/mL eine eher flächige, im Fall von hMSC 282 schon nahezu runde Form 
zeigen, liegen die Zellen von Spender 315 wesentlich dichter zusammen und zeigen mit ihrer 
spindelförmigen Form eine für Stammzellen typische Morphologie, die den Bildern der 
Kontrollgruppen entspricht (Abb. 4-36 und Abb. 4-37). Die kompaktere Zellanordnung bei 
hMSC 315 ist dabei nicht nur mikroskopisch sichtbar, sondern wie die Zellzahlen in Abb. 4-35 
zeigen auch quantitativ messbar. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mesenchymale Stammzellen spender- und 
konzentrationsabhängig Eisen aus der Umgebungslösung in das Zytoplasma aufnehmen und 
dies lichtmikroskopisch sichtbar ist. Die Zellkerne bleiben „ungefärbt“ – hier erfolgt keine 
sichtbare Eisenaufnahme. Durch unterschiedliche Eisenkonzentrationen von 10 µg/mL, 
50 mg/mL und  100 µg/mL wird die Proliferation und Morphologie der Zellen ebenfalls Spender- 
und konzentrationsabhängig beeinflusst. Insbesondere bei den Zellen der Spender 282 und 342 
wirken sich die beiden hohen Konzentrationen negativ auf das Zellverhalten aus. Die Zellen von 
Spender 315 dagegen zeigen nur zu Beginn (7 d) der Inkubation konzentrationsabhängig ein 
leicht gehemmtes Wachstum. Nach 28 Tagen sind weder quantitativ (Zellzahl) noch qualitativ 
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Abb. 4-36 Lichtmikroskopische Aufnahmen der hMSC von Spender 282, 315 und 342 nach 28 Tagen Inkubation 
mit verschiedenen Eisenkonzentrationen (100 µg/mL; 50 µg/mL und 10 µg/mL) bei 37 °C und 7 % CO2. Der 
Mediumwechsel erfolgt 2-mal wöchentlich. Als Referenz werden Zellen ohne Zugabe von eisenhaltigem Medium 
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Abb. 4-37 Lichtmikroskopische Aufnahmen nach Spülen mit PBS der hMSC von Spender 282, 315 und 342 nach 
28 Tagen Inkubation mit verschiedenen Eisenkonzentrationen (100 µg/mL; 50 µg/mL und 10 µg/mL) bei 37 °C 
und 7 % CO2. Der Mediumwechsel erfolgt 2-mal wöchentlich. Als Referenz werden Zellen ohne Zugabe von 
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4.2.1.2 Zellkultureinsätze 
Die Ergebnisse der Zytotoxizitätsversuche mit SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen nach 3.6.7 
sind in Abb. 4-38 dargestellt. Die mit Zellen besiedelten Einsätze werden mit/ohne Fe-Schaum 
für 24 h und 7 d (mit/ohne täglichem Mediumwechsel) inkubiert und anschließend die 
Eisenfreisetzung (Abb. 4-38 c), die Anzahl der überlebenden Zellen mittels LDH-Assay              
(Abb. 4-38 d), sowie die H2O2-Freisetzung (Abb. 4-38 e) pro 100 000 Zellen bestimmt.  
Die nach jedem Mediumwechsel (täglich) ermittelte Eisenkonzentration im Überstand sowie die 
Sauerstoffsättigung zeigen Abb. 4-38 a und Abb. 4-38 b. Die Korrosion wird durch die 
Anwesenheit von Zellen weder gehemmt noch gefördert. Lediglich zu Beginn der Lagerung ist 
ein Unterschied zwischen der Inkubation mit und ohne Zellen erkennbar. Die 
Eisenkonzentration im Überstand ist bei der Inkubation der Fe-Schäume ohne Zellen höher als 
mit Zellen. Dies wirkt sich auch auf die Sauerstoffsättigung aus: ohne Zellen liegt diese bei den 
Fe-Schäumen nach 1 Tag Inkubation bei ca. 50 % im Vergleich zur Kontrolle (Medium ohne Fe-
Schaum und ohne Zellen) und mit Zellen bei ca. 60 %. Im Verlauf der Inkubationszeit steigt die 
Sauerstoffsättigung für die Fe-Schäume mit/ohne Zellen auf ca. 70 % an, wohingegen die 
Inkubation von Zellen ohne Fe-Schaum keine Auswirkungen auf die Sauerstoffkonzentration im 
Medium im Vergleich zur Kontrolle ohne Zellen zeigt.  
Bei der Betrachtung der absoluten Eisenfreisetzung über die Inkubationszeit von 1 Woche in 
Abb. 4-38 c, kann jedoch ein geringer Einfluss der Zellen auf die Korrosionsgeschwindigkeit 
beobachtet werden. Bereits nach 24 h werden mit 2 mg/g Eisen bei der Lagerung ohne Zellen 
im Vergleich mit Zellen (1,5 mg/g Eisen) 0,5 mg/g Eisen mehr freigesetzt. Für das weitere 
Korrosionsverhalten hat die Häufigkeit des Mediumwechsels (mit/ohne) einen entscheidenden 
Einfluss auf die Verfügbarkeit von Sauerstoff und damit die Eisenfreisetzung. Wird das Medium 
über den Inkubationszeitraum von 7 Tagen nicht gewechselt und damit kein neuer Sauerstoff 
zugeführt, ist die freigesetzte Eisenmenge mit 5 mg/g Eisen für die Inkubation der 
Eisenschäume ohne Zellen 1,4-fach höher als mit Zellen, bei der die Menge an freigesetztem 
Eisen bei 3,5 mg/g Eisen liegt. Im Gegensatz dazu kann bei den Proben mit/ohne Zellen, bei 
denen täglich das Medium gewechselt wird, kein signifikanter Unterschied in der absolut 
freigesetzten Eisenmenge beobachtet werden. Mit ca. 5 mg/g Eisen bis 5,5 mg/g Eisen liegen 
die Werte im gleichen Bereich wie für die Fe-Schäume ohne Zellen und ohne Mediumwechsel. 
Demnach spielt das Wechseln des Mediums bei der Anwesenheit von Zellen eine größere Rolle 
als ohne Zellen. Wird das Inkubationsmedium täglich gewechselt und damit neuer Sauerstoff 
zugefügt, kann die absolute Eisenfreisetzung für die Schäume, die mit Zellen inkubiert werden, 
um einen Faktor von ca. 1,4 erhöht werden. Wohingegen ohne Zellen in diesem Versuch die 
täglichen Mediumwechsel in der absoluten Freisetzung von Eisen keine Steigerung bewirken. 
Bereits nach 24 h sind Unterschiede im Zellverhalten zwischen Zellen, die mit Fe-Schaum und 
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SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsatz

































SaOs-2 auf Zellkultureinsatz mit Fe
 
 
Abb. 4-38 Inkubation von SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum. 
(a) Bestimmung der Fe-Konzentration im Überstand – Mediumwechsel täglich; (b) Bestimmung der 
Sauerstoffsättigung im Überstand – Mediumwechsel täglich; (c) Eisenfreisetzung nach 24 h; 1 Woche (ohne MW; 
1 w) und 1 Woche (mit MW täglich; ∑ 1 d bis 7 d); (d) Bestimmung der überlebenden SaOs-2 Zellen auf den 
Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum mittels LDH-Assay 24 h und 7 d (mit/ohne Mediumwechsel (MW)) nach 
Zellbesiedlung; (e) Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand nach 24 h und 7 d (mit/ohne Mediumwechsel 
(MW)). 
Zellen, die ohne Fe-Schaum inkubiert werden, erkennbar. Wie Abb. 4-38 d zeigt, ist die 
absolute Zellzahl an überlebenden Zellen für beide Inkubationsbedingungen (mit/ohne Fe-
Schaum) zwar nahezu gleich, aber eine Tendenz der Zellabnahme aufgrund von sich 
anreichernden Korrosionsprodukten jedoch bereits erkennbar.  
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Die Anreicherung von Korrosionsprodukten über die Zeit wirkt sich wie in Abb. 4-38 d zu 
erkennen ist, auch auf die Proliferation aus. Bei täglichem Mediumwechsel proliferieren die 
Zellen sowohl ohne als auch mit Eisenschaum 2- bis 3-mal mehr als bei der Inkubation ohne 
Mediumwechsel. Für die Inkubation ohne Fe-Schaum mit täglichem Mediumwechsel erhöht sich 
die Zellzahl von ca. 50 000 Zellen auf ca. 300 000 Zellen um den Faktor 7 und für die 
Inkubation mit Fe-Schaum mit täglichem Mediumwechsel auf ca. 180 000 Zellen um den 
Faktor 3,6. Die Zellen, die ohne Eisenschaum inkubiert werden, proliferieren demnach mit 
Faktor 2 besser als Zellen in Anwesenheit von Fe-Schäumen.  
Ohne Mediumwechsel ist die Verfügbarkeit von Sauerstoff und Nährstoffen aufgrund von 
Zellstoffwechsel und fortschreitender Korrosion der Fe-Schäume verschlechtert, sodass sich 
dies auch auf die Zellproliferation auswirkt. Zellen, die ohne Fe-Schaum eine Woche ohne 
Mediumwechsel  inkubiert werden, zeigen eine verringerte Proliferation im Vergleich zu Zellen 
mit täglichem Mediumwechsel, dennoch ist eine Zellzahlzunahme von 50 000 Zellen auf 
150 000 Zellen zu beobachten. Dagegen proliferieren Zellen, bei denen in Anwesenheit von Fe-
Schäumen über 7 Tage kein Mediumwechsel erfolgt, nicht. Die Zellzahl ist im Mittel unverändert 
im Vergleich zum Zeitpunkt nach 24 h.  
Die bisherigen Ergebnisse aus Abb. 4-38 zeigen Eisen-, H2O2-Konzentrationen und 
Sauerstoffsättigung von Überständen aus dem Well der Zellkulturplatte jedoch nicht aus dem 
Inneren der Zellkultureinsätze. Wie Abb. 4-39 und Abb. 4-40 zeigen, ist es allerdings auch 
entscheidend beide Bereiche - Well (Im Folgenden bezeichnet als: außen) und Zellkultureinsatz 
Inneres (Im Folgenden bezeichnet als: innen) zu betrachten. In Abb. 4-39 a ist die normierte 
H2O2-Konzentration (Kontrolle = Medium ohne Zellen und ohne Eisen = 1) in Abhängigkeit der 
Inkubationszeit 2 d, 4 d, 8 d und 14 d nach Zellbesiedlung dargestellt. SaOs-2 Zellen, die ohne 
Fe-Schaum inkubiert werden, zeigen über die gesamte Inkubationszeit keine erhöhte H2O2-
Konzentration, weder innerhalb noch außerhalb des Zellkultureinsatzes. In Anwesenheit von 
korrodierenden Fe-Schäumen erhöht sich die H2O2-Konzentration im inneren und äußeren 
Bereich der Einsätze unterschiedlich stark. Während sich im Zellkultureinsatz die H2O2-
Konzentration über den gesamten Inkubationszeitraum maximal 1,5- bis 2-fach erhöht, steigt 
die Konzentration von Wasserstoffperoxid in unmittelbarer Umgebung zum Eisenschaum im 
Well um das 3- bis 6-fache im Vergleich zur Kontrolle. 
Auch bei diesem Versuch wird deutlich, dass die Zellen Einfluss auf die Korrosionsbedingungen 
nehmen. So ist bei der Inkubation der Fe-Schäume ohne Zellen statt einer 3-fachen (mit Zellen) 
eine 4- bis 5-fache bzw. an Tag 8 sogar statt einer 6-fachen (mit Zellen) eine 8-fache Erhöhung 
der H2O2-Konzentration festzustellen. Auch die unterschiedlichen Konzentrationen im inneren 
und äußeren Bereich lassen Zellaktivität vermuten. Am Beispiel des hMSC-Spenders 342 soll in 
Abb. 4-40 die Eisenfreisetzung von unmodifizierten Eisenschäumen bei der Inkubation mit und 
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ohne Zellen detailliert betrachtet werden. Die Zellen werden dabei entweder im Zellkultureinsatz 
(ZE) oder im Well der Zellkulturplatte bei indirektem Kontakt zur Probe inkubiert und nach 
7 Tagen die Eisenfreisetzung ermittelt. Die Teilabbildung Abb. 4-40 a zeigt zunächst die im 
Zellkulturüberstand nach 7 Tagen Inkubation mit/ohne Zellen bestimmte Eisenkonzentration in 
µg/mL. Ohne Zellen liegt die Eisenkonzentration sowohl im inneren Volumen des 
Zellkultureinsatzes als auch im äußeren Volumen (Well) mit ca. 230 µg/mL im gleichen Bereich 
wie im Well der Zellkulturplatte ohne ZE (250 µg/mL). Erst durch die Anwesenheit von 
Stoffwechsel treibenden Zellen verändert sich das Bild. Im Inneren des Zellkultureinsatzes sinkt 
die Eisenkonzentration um das 5-fache auf unter 50 µg/mL. Dahingegen vermindert sich die 
Eisenkonzentration im Außenbereich des ZE (wo sich keine Zellen befinden) und im Well der 
Zellkulturplatte ohne ZE (Zellen adhärieren auf Well-Boden) lediglich um 50 µg/mL auf ca. 
180 µg/mL. Zu bemerken ist dabei, dass die Standardabweichung der Werte bei den Zellen im 
Well sehr hoch ist. Dennoch lässt sich insgesamt ein Einfluss der Zellen auf die 
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SaOs-2 auf Zellkultureinsatz mit Fe
Abb. 4-39 Inkubation von SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Eisenschaum. (a) Bestimmung der H2O2-
Konzentration im Überstand im Zellkultureinsatz und im Well außerhalb des Zellkultureinsatzes nach Zellbesiedlung 
2 d, 4 d, 8 d und 11 d; (b) Bestimmung der überlebenden SaOs-2 Zellen auf den Zellkultureinsätzen mit/ohne 
Eisenschaum mittels LDH-Assay 2 d, 4 d, 8 d und 11d nach Zellbesiedlung. 
In Abb. 4-40 b ist die in Abb. 4-40 a dargestellte Eisenkonzentration in eine Eisenfreisetzung in 
µg/g Eisen umgerechnet. Bei dieser Darstellung wird deutlich, dass im Zellkultureinsatz mit 
ca. 100 µg/g Eisen (mit Zellen) bzw. mit ca. 500 µg/g Eisen (ohne Zellen) die geringste Menge 
an gelösten Korrosionsprodukten pro g Eisen freigesetzt wird. Zu begründen ist dies mit dem 
gegenüber dem Well geringeren Volumen (ZE innen: 1 mL; ZE außen: 3 mL und Well ohne ZE: 
4 mL). Um Well mit und ohne ZE vergleich zu können, müssen die Werte von „innen“ und 
„außen“ addiert werden und man erhält für die Inkubation der Fe-Schäume ohne Zellen in 
beiden Inkubationsmethoden mit 2,5 mg/g Eisen die gleiche Eisenfreisetzung. In Anwesenheit 
von Zellen sieht dies etwas anders aus. Hier scheinen die Zellen auf dem Zellkultureinsatz mehr 
Einfluss auf die Eisenfreisetzung von gelösten Korrosionsprodukten zu nehmen als die Zellen  





























































































































   

















































































   
   
 
mit Zellen ohne Zellen
Abb. 4-40 Bestimmung der Eisenfreisetzung bei der Inkubation von unmodifizierten Eisenschäumen mit bzw. ohne 
Zellen (hMSC des Spenders 342) auf Zellkultureinsätzen (ZE) bzw. PS für 7 d Inkubation bei 37 °C und 7 % CO2. (a) 
Fe-Konzentration im Zellkulturüberstand [µg/mL]; (b) Fe-Freisetzung im Zellkulturüberstand [µg/g Eisen]; (c) Fe-
Freisetzung nach dem Waschen mit 1 mL PBS pro Fe-Schaum [µg/ g Eisen]; (d) Fe-Freisetzung in die Lösung 
(Überstand, sowie gelöste Korrosionsprodukte im Fe-Schaum) [µg/g Eisen]; (e) Fe-Ablagerung auf Well- bzw. ZE-
Boden [µg/Well]; (f) absolute Fe-Freisetzung nach 7 d Inkubation mit/ohne Zellen [µg/g Eisen]. 
auf dem Well der Zellkulturplatte (die neben dem indirekten Kontakt zur Probe teilweise am 
Probenrand auch direkten Kontakt zur Probe haben). Im Anschluss an die 7-tägige Inkubation 
mit/ohne Zellen werden die Eisenschäume mit je 1 mL PBS gewaschen. Die bei diesem 
Waschschritt auftretende Eisenfreisetzung ist in Abb. 4-40 c dargestellt. Wieder wird deutlich, 
dass die Korrosion ohne Zellen höher ist als mit Zellen. Während bei den Eisenschäumen, die 
mit Zellen auf ZE oder im Well-Boden inkubiert werden ca. 190 µg/g Eisen durch das Waschen 
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mit PBS freigesetzt wird, liegt die Eisenfreisetzung ohne Zellen bei ca. 210 µg/g Eisen. An 
dieser Stelle ist kein Unterschied zwischen ZE und PS feststellbar.  
Zusammengefasst wird die Eisenfreisetzung an gelösten Korrosionsprodukten (während der 
Inkubation im Zellkulturüberstand sowie beim Waschen mit PBS) in Abb. 4-40 f. Hier wird vor 
allem der Einfluss der Zellen im Zellkultureinsatz noch einmal deutlich. Bei den Zellen im Well 
mit indirektem/direktem Kontakt zur Probe kann aufgrund der hohen Standardabweichung nur 
eingeschränkt von einer Erniedrigung der Eisenfreisetzung gesprochen werden. 
 
 
Abb. 4-41 Aufnahmen von Fe-Ablagerungen im Well bzw. ZE nach 7 d Inkubation mit/ohne hMSC 
Unter Berücksichtigung von Abb. 4-41, die Aufnahmen von Eisenablagerungen im Well und ZE 
zeigt, ist Abb. 4-40 e zu betrachten. Hier wird deutlich, dass in Anwesenheit von Zellen mehr 
Korrosionsprodukte am Well bzw. ZE abgelagert werden als ohne Zellen. Die stärkste Färbung 
der ZE mit Zellen korreliert auch mit der absolut ermittelten Eisenablagerung in Abb. 4-40 e. 
Insgesamt 180 µg Eisen sind hier abgelagert (ca. 150 µg am ZE-Boden und ca. 30 µg am Well). 
Ohne Zellen dagegen werden im vergleichbaren Ansatz (ZE im Well) lediglich 100 µg an 
abgelagerten Korrosionsprodukten gemessen (ca. 60 µg/ZE und ca. 40 µg/Well). Auch bei der 
Inkubation im Well (ohne ZE) ist der Einfluss der Zellen sowohl bildlich (Abb. 4-41) als auch 
quantitativ (Abb. 4-40 e) erkennbar. Hier bewirken die hMSC mit ca. 120 µg/Well eine fast 
doppelt so hohe Eisenablagerung wie ohne Zellen (70 µg/Well).  
Eine qualitative Aussage über die Eisenablagerung kann mit Heranziehung von Abb. 4-42 
erfolgen. Die Teilabbildungen Abb. 4-42 a (mit Eisenschaum) und Abb. 4-42 b (ohne 
Eisenschaum) zeigen bei gleicher Vergrößerung, dass sowohl mit als auch ohne Eisen die 
hMSCs auf dem Well adhärieren und überleben. Allerdings fällt auf, dass die Zellen ohne Fe-
Schaum wesentlich dichter beieinander liegen als die Zellen in Abb. 4-42 a, wo nur teilweise  
 ZE ohne Zellen  ZE mit Zellen PS ohne Zellen PS mit Zellen 
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a b 
c d 
Abb. 4-42 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Eisen-Ablagerungen im Well nach 7 d Inkubation von hMSC des 
Spenders 342 mit aufgelegtem Eisenschaum (a), (c) und (d) und ohne Eisenschaum (b) in 12-Well 
Zellkulturplatten mit je 4 mL DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 7 % CO2 und 37 °C. 
Zell-Zell-Kontakte erkennbar sind und die Zelldichte geringer erscheint als in der Kontrollgruppe 
ohne Eisen. Bemerkenswert ist zum einen, dass trotz geringerer Konfluenz, die Zellen bis an 
die Probe heranwachsen und somit direkten Kontakt zum Eisenschaum zeigen. Zum anderen 
fällt die stark rostrote Färbung der Zellen auf, die bei Zuhilfenahme der Teilabbildungen Abb. 
4-42 c und Abb. 4-42 d verdeutlicht werden kann. Die Eisenablagerung erfolgt dabei nicht 
außen an der Zelloberfläche, sondern die Zellen nehmen das Eisen ins Zellinnere auf. Lediglich 
die Zellkerne erscheinen im mikroskopischen Bild heller als der Rest, was vermuten lässt, dass 
die Korrosionsprodukte zwar ins Zytoplasma aufgenommen werden, aber nicht in den Zellkern 
vordringen können. 
Zusammenfassend für das Korrosionsverhalten mit bzw. ohne hMSC zeigt Abb. 4-40 f mit der 
gesamten Eisenfreisetzung (gelöste wie ungelöste Korrosionsprodukte) über den 
Inkubationszeitraum von 7 Tagen noch einmal, dass Zellen die Korrosion abhängig von der 
Inkubationsmethode herabsetzen – in Zellkultureinsätzen stärker als auf PS. Während bei den 
100 µm
100 µm 50 µm 
 200 µm
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Zellkultureinsätzen 2,8 mg/g Eisen ohne Zellen freigesetzt werden, beträgt die Korrosionsrate 
mit Zellen mit 2 mg/g pro 7 Tage lediglich 70 %. Bei der Inkubation im Well erniedrigen die 
Zellen die Eisenfreisetzung von 3,1 mg/g Eisen (ohne Zellen) um 20 % auf 2,5 mg/g Eisen (mit 
Zellen). 
Die Ergebnisse der biochemischen Analyse (LDH-Aktivität) der Zellen des 
Zytotoxizitätsversuches mit ZE und aufgelegten Proben sind in Abb. 4-43 dargestellt. Es ist für 
beide Inkubationsmethoden    (Abb. 4-43 a) deutlich erkennbar, dass ohne korrodierende 
Eisenschäume wesentlich mehr Zellen überleben und sich vermehren als in Anwesenheit von 
Eisen. Während in den Kontrollgruppen auf ZE bzw. PS ohne Eisenschaum sich die 
Ausgangszellzahl von 50 000 Zellen/ZE bzw. Well auf 70 000 Zellen/ZE bzw. 
120 000 Zellen/Well erhöht, fällt diese mit Eisenschaum auf unter 20 000 Zellen/ZE bzw. Well 
herab. Normiert man die Werte der Kontrollgruppen ZE und PS ohne Schaum auf 100 %, liegt 










































mit Fe ohne Fe
Abb. 4-43 Inkubation von hMSC des Spenders 342 auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum für 7 d 
(a) Bestimmung der absoluten Zellzahl pro Well mittels LDH-Assay 
(b) Bestimmung der relativen Zellzahl (ohne Fe = 100 %) mittels LDH-Assay  
Zusammenfassend für die Inkubation mit Zellkultureinsätzen nach 3.6.7 kann Folgendes 
festgehalten werden: Während bei den Zytotoxizitätsuntersuchungen mit Extrakten 4.2.1.1 der 
Einfluss von Korrosionsprodukten und der Eisenkonzentration auf die Zellen im Vordergrund 
steht, ermöglicht die Verwendung von Zellkultureinsätzen eine indirekte Inkubationsmethode, 
bei der Zellen und Eisenschäume im gleichen Well inkubiert werden, sodass neben der 
Eisenkonzentration auch der Einfluss der Sauerstoffsättigung (siehe dazu auch 4.2.4.1) und die 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies auf das Zellverhalten untersucht werden kann. Darüber 
hinaus wird deutlich, dass umgekehrt auch die Zellen die Korrosion der Eisenschäume 
beeinflussen. Insbesondere die differenzierte Betrachtung des inneren und des äußeren 
Bereichs der Zellkultureinsätze zeigt, dass sowohl Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) als auch 
mesenchymale Stammzellen die Eisen- und H2O2-Konzentration erniedrigen und so die 
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Korrosion der Eisenschäume beeinflussen. Während im äußeren Well-Bereich die 
Eisenkonzentration für die Inkubation der Schäume mit und ohne Zellen keine Unterschiede 
zeigt, werden in Anwesenheit von Zellen im Inneren des Zellkultureinsatzes sowohl niedrigere 
Eisen- als auch niedrigere H2O2-Konzentrationen gemessen, die auf Zellaktivität zurückzuführen 
sind. Wie bereits in Kapitel 4.2.1.1 ist auch bei der Verwendung von Zellkultureinsätzen eine 
vermehrte Ablagerung von Korrosionsprodukten mikroskopisch durch die Aufnahme von Eisen 
in das Zytoplasma der Zellen zu beobachten. Aufgrund von Zellaktivität humaner 
mesenchymaler Stammzellen verringert sich die Korrosionsrate innerhalb von 7 Tagen um 30 % 
(Inkubation der Zellen in Zellkultureinsätzen) bzw. 20 % (semi-indirekte Inkubation von Zellen 
mit aufgelegten Eisenschäumen auf Polystyrol) im Vergleich zur Kontrolle ohne Zellen. 
4.2.1.3 Aufgelegte Proben 
Bei einer weiteren Methode zur Charakterisierung der Zytotoxizität der verschiedenen 
bioaktivierten Eisenschäume werden die Zellen auf Zellkulturplatten nach 3.6.8 ausgesiedelt 
und die Proben nach 24 h durch Auflegen auf die adhärierten Zellen hinzugegeben. Die 
Ergebnisse für 7 d, 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion sind für die hMSC der 
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Abb. 4-44 Zytotoxizitätstest mit aufgelegten Eisenschäumen (Fe unmodifiziert und Fe-B mit Brushit beschichtet) von 
hMSC der Spender 282 und 342 nach 7 d, 14 d, 21 d und 28 d Inkubation nach osteogener Induktion (Os-
 ... Basismedium DMEM (10 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin); 
Os+ ... Differenzierungsmedium (Basismedium + 10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM Ascorbinsäure; 10 nM 
Dexamethason)  bei 37 °C und 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; 
h=5 mm). (a) LDH – hMSC des Spenders 282; (b) LDH – hMSC des Spenders 342. 
Die Zellen beider Spender proliferieren in Anwesenheit von mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen (Fe-B) in gleichem Maße wie Zellen, die im Kontrollmedium ohne Eisenschaum 
auf Polystyrol (PS) wachsen. Der größte Zellzahlzuwachs ist in der Anfangsphase der 
Kultivierung zu beobachten. Mit Zellzahlen von ca. 150 000 Zellen pro Well (Fe-B Os- und PS 
Os-) sowie ca. 200 000 Zellen pro Well (PS Os+) und 250 000 Zellen pro Well (Fe-B Os+) wird 
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ein Verdreifachung bzw. im Differenzierungsmedium sogar eine Vervierfachung der 
Ausgangszellzahl nach 11 d (4 d nach Aussaat plus 7 d nach Induktion der osteogenen 
Differenzierung) erreicht. Im Verlauf der Inkubation nehmen die Zellzahlen weiter zu und 
erreichen 28 d nach osteogener Induktion Werte von bis zu 400 000 Zellen pro Well. Sowohl für 
Fe-B als auch für die Kontrolle auf PS sind die Zellzahlen im Differenzierungsmedium (Os+) pro 
Zeitpunkt jeweils um ca. 100 000 Zellen höher als im Basismedium (Os-). Die Proliferationsrate 
(dargestellt in Tab. 4-4 als Anstieg m der Zellzahl über die Zeit) ist dabei für die Zellen von 
Spender 282 im Differenzierungsmedium (m=8400) und im Basismedium (m=7870) mit Fe-B 
mehr oder weniger gleich, wohingegen die Zellen ohne Fe-B im Differenzierungsmedium mit 
einem Anstieg von 11255 sowie bei den Zellen von Spender 342 mit (m=8581) und ohne Fe-B 
(m=9110) stärker proliferieren als ohne osteogene Zusätze im Medium. 
Probe 
hMSC 282 hMSC 342 
Os- Os+ Os- Os+ 
Anstieg 
m R
2 Anstieg m R
2 Anstieg m R
2 Anstieg m R
2 
Fe-B 7870 0,999 8400 0,981 3740 0,98 8581 0,97 
Fe -799 0,957 -630 0,871 -1550 0,84 -1076 0,87 
PS 4340 0,841 11255 0,985 3425 0,956 9110 0,968 
Tab. 4-4 Proliferationsraten als Anstieg der Zellzahl aus Zytotoxizitätstest mit aufgelegten Eisenschäumen (Fe 
unmodifiziert und Fe-B mit Brushit beschichtet) von hMSC der Spender 282 und 342 nach 7 d, 14 d, 21 d und 28 d 
Inkubation nach osteogener Induktion (Os- ... Basismedium DMEM (10 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin); 
Os+ ... Differenzierungsmedium (Basismedium + 10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM Ascorbinsäure; 10 nM 
Dexamethason)  bei 37 °C und 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe. 
 
a b 
Abb. 4-45 Zytotoxizitätstest mit aufgelegten unmodifizierten Eisenschäumen von hMSC der Spender 282  und 342 
nach 7 d, 14 d, 21 d und 28 d Inkubation nach osteogener Induktion (Os- ... Basismedium DMEM (10 % FBS; 1 % 
P/S; 2 mM L-Glutamin); Os+ ... Differenzierungsmedium (Basismedium + 10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM 
Ascorbinsäure; 10 nM Dexamethason)  bei 37 °C und 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und 
Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) LDH – hMSC des Spenders 282;  (b) LDH – hMSC des Spenders 342 
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Für die unmodifizierten Eisenschäume dagegen zeigen die Zellen beider Spender keine 
Proliferation (Abb. 4-44 a und Abb. 4-44 b). Die Zellzahl-Anstiege in Tab. 4-4 sind im 
Basismedium zwar geringer als im Differenzierungsmedium, betrachtet man allerdings die 
absolute Zellzahl in Tab. 4-5 überleben im Basismedium mehr Zellen als mit osteogenen 
Zusätzen. Bereits nach 7 Tagen beträgt die Überlebensrate (Abb. 4-45) im 
Differenzierungsmedium für die Zellen beider Spender lediglich die Hälfte der Ausgangszellzahl, 
wohingegen im Basismedium noch mehr als 90 % überlebende Zellen nachweisbar sind. Über 
den Inkubationszeitraum nimmt die Zellzahl sowohl für die Zellen von Spender 282 als auch für 
die Zellen von Spneder 342 in beiden Inkubationsmedien weiter ab. Am Tag 28 ist die 
Überlebensrate mit 17 % (hMSC 282) bzw. mit 10 % (hMSC 342) im Differenzierungsmedium 
um den Faktor 3 niedriger als im Basismedium, in welchem für die Zellen von Spender 282 
noch 66 % und für die Zellen von Spender 342 noch 36 % der Zellen überleben. 
Zeit [d] 
hMSC 282 hMSC 342 
Os- Os+ Os- Os+ 
absolut [%] absolut [%] absolut [%] absolut [%] 
7 53078 97 24322 44 51015 93 27741 50 
14 50200 91 15193 28 33048 60 14215 26 
21 44496 81 15367 28 17652 32 5800 11 
28 36337 66 9533 17 19970 36 5430 10 
Tab. 4-5 Absolute und prozentuale Überlebensrate von hMSC der Spender 282 und 342 aus Zytotoxizitätstest mit 
aufgelegten, unmodifizierten Eisenschäumen nach 7 d, 14 d, 21 d und 28 d Inkubation nach osteogener Induktion 
(Os- ... Basismedium DMEM; Os+ ... Differenzierungsmedium DMEM bei 37 °C und 7 % CO2) in 12-Well Platten 
mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). 
Das von den Medienzusätzen unterschiedlich beeinflusste Korrosionsverhalten der 
unmodifizierten Eisenschäume wird auch bei der Betrachtung von Abb. 4-46 deutlich. Die 
Ablagerungen von Korrosionsprodukten auf dem Boden der Zellkulturplatte erscheinen 
spenderunabhängig im Basismedium (Os-) rötlicher zu sein als im Differenzierungsmedium 
(Os+). Im Gegensatz dazu erscheint die Stelle unter dem Eisenschaum (in der Abbildung 
bereits entfernt) nach Inkubation ohne die Zugabe osteogener Zusätze metallisch glänzend. Für 
die in Abb. 4-46 nicht dargestellten Fe-B ist weder im Basis- noch im Differenzierungsmedium 
und weder für die Zellen von Spender 282 noch für die Zellen von Spender 342 die Bildung und 
Ablagerung von Korrosionsprodukten über den gesamten Inkubationszeitraum von 28 Tagen 
makroskopisch erkennbar. Dahingegen ist bei den unmodifizierten Eisenschäumen bereits 
7 Tage nach osteogener Induktion für beide Spender eine, wie bereits festgestellt, vom  














Abb. 4-46 Ablagerung von Korrosionsprodukten auf 24-Well Zellkulturplatten nach Inkubation von hMSC der 
Spender 282 und 342 mit aufgelegten Eisenschäumen (unmodifiziert) in DMEM mit und ohne osteogenen 
Differenzierungszusätzen (Os- ... Basismedium; Os+ ... Differenzierungsmedium). 
Medientyp abhängige Ablagerung zu erkennen, die über die Zeit stärker zunimmt und am Ende 
des Versuchs den Wellboden mehr oder weniger vollständig mit Korrosionsprodukten bedeckt. 
Abb. 4-47 und Tab. 4-5 zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der im 
Differenzierungsmedium enthaltenen Ascorbinsäure (Asc) auf das Verhalten von 
mesenchymalen Stammzellen. Es ist spenderabhängig folgendes Zellverhalten zu beobachten: 
Die Zellen aller drei untersuchten Spender zeigen in Anwesenheit von unmodifizierten 
Eisenschäumen ein stark gehemmtes Zellwachstum. Nach 28 d liegen für die hMSC der 
Spender 282 und 342 die Zellzahlen mit ca. 35 000 (Fe ohne Asc) bzw. ca. 10 000 Zellen (Fe 
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mit Asc) deutlich unter den Werten der Besiedlungszellzahl von 55 000 Zellen pro Well. Für die 
Zellen von Spender 315 dagegen ist weder eine Zu- noch eine Abnahme der Zellzahl zu 
beobachten. Während bei den Zellen der Spender 282 und 342 durch Zugabe von 
Ascorbinsäure das Zellwachstum noch stärker gehemmt wird (Abnahme der Zellzahl ca. um 
den Faktor 3), ist bei den Zellen von Spender 315 keine weitere Hemmung zu beobachten. 
a b 
Abb. 4-47 Zytotoxizitätstest mit aufgelegten unmodifizierten Eisenschäumen von hMSC-Spender 282, 315 und 342 
nach 28 d Inkubation mit/ohne Zugabe von Ascorbinsäure (Asc) bei 37 °C und 7 % CO2 in 12-Well Platten mit je 
4 mL DMEM (10 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin) pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). Bestimmung der 
Zellzahl mittels LDH; (a) mit Fe (b) Kontrolle auf PS ohne Fe  
Bei Betrachtung der Kontrollgruppen auf Polystyrol (PS) ohne Eisenschäume ist bei der Zugabe 
von Ascorbinsäure zwar kein gehemmtes Zellwachstum in Form einer Zellzahlabnahme zu 
beobachten, allerdings werden für die Zellen der Spender 282 und 315 durch die Zugabe von 
Asc nach 28 d Inkubation mit ca. 100 000 Zellen pro Well (hMSC 315) und ca. 180 000 Zellen 
pro Well (hMSC 282) 1/3 bis 1/2 geringere Zellzahlen erreicht als ohne Asc (282: 270 000 
Zellen pro Well und 315: 230 000 Zellen pro Well). Die Zellen von Spender 342 dagegen 
proliferieren auf PS sowohl mit als auch ohne Asc gleich gut und erreichen nach 28 d je ca. 
170 000 Zellen pro Well. 
hMSC 282 315 342 
Asc - + - + - + 
Fe 67 +/-11,7 22 +/-13,5 94 +/-26 81 +/-13 80 +/-7,4 27 +/-9,1 
PS 532 +/-13 358 +/-60,2 447 +/-1,6 226 +/-8,4 359 +/-9 365 +/-61,7 
Tab. 4-6 Prozentuale Überlebensrate [%] von hMSC-Spender 282, 315 und 342 aus Zytotoxizitätstest mit/ohne 
aufgelegten, unmodifizierten Eisenschäumen nach 28 d Inkubation mit/ohne Zugabe von Ascorbinsäure bei 37 °C 
und 7 % CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). 
Besiedlungsansatz: 55  000 Zellen pro Well (15 000 Zellen/cm2) = 100 %. 
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch Auflegen von mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen auf Polystyrol nicht negativ 
beeinflusst wird. Bei den unmodifizierten Schäume dagegen wird in Abhängigkeit des 
Inkubationsmediums (vor allem durch die Zugabe von Ascorbinsäure) spenderabhängig ein 
gehemmtes Zellwachstum beobachtet – in Differenzierungsmedium bzw. mit Ascorbinsäure im 
Fall der hMSC von Spender 282 und 342 stärker als im Basismedium ohne Asc. 
4.2.2 Adhäsion und Proliferation 
Im Gegensatz zu den im vorangegangen Kapitel dargestellten Ergebnissen zu den 
Zytotoxizitätsversuchen soll im Folgenden das Zellverhalten der osteoblastenähnlichen SaOs-2 
Zelllinie sowie von drei Spendern humaner mesenchymaler Stammzellen im direkten Kontakt 
zur Probe betrachtet werden. Dabei wird zum einen die Adhäsionseffizienz 4 h nach 
Tropfenbesiedlung und zum anderen das Proliferationsverhalten in statischer und dynamischer 
Kultur über einen Inkubationszeitraum von 28 Tagen untersucht. 
4.2.2.1 Adhäsion 
Die Zelladhäsion ist ein wichtiges Bewertungskriterium für die Charakterisierung von 
Biomaterialien in vitro. Abb. 4-48 zeigt die Adhäsionseffizienz von SaOs-2 Zellen auf 
verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen. Die beste Adhäsion wird auf mit Brushit 
beschichteten Eisenschäumen mit knapp 60 % adhärenten Zellen erzielt. Es ist dabei kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Zellkulturmedien McCoy’s und DMEM zu erkennen. 
Auch auf mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen spielt es für die Adhäsion keine 
entscheidende Rolle, ob die Zellen in McCoy’s oder in DMEM inkubiert werden. Die 
Adhäsionseffizienz liegt mit ca. 40 000 Zellen pro Fe-HA bei ca. 40 %. Im Gegensatz dazu 
zeigen die Zellen auf den mit MgCPC bzw. mit 1P CPC gefüllten Eisenschäumen sowie auf den 
unmodifizierten Schäumen ein vom Inkubationsmedium mehr oder weniger stark abhängiges 
Adhäsionsverhalten. 
Vor allem bei den unmodifizierten Eisenschäumen ist die Adhäsion in DMEM mit lediglich 10 % 
adhärenten Zellen wesentlich geringer als in McCoy’s (30 % Adhäsionseffizienz). Für die 
gefüllten Schäume ist tendenziell ein ähnlich negatives Zellverhalten zu beobachten. Hier 
adhärieren nach 4 h Inkubation in McCoy’s ca. 20 % auf mit MgCPC gefüllten Proben und ca. 
30 % auf Fe+1P CPC. In DMEM ist die Ausbeute an adhärenten Zellen mit ca. 15 – 20 % sogar 
noch niedriger. Lediglich auf den unmodifizierten Schäumen, bei denen der Anteil an 
adhärenten Zellen in DMEM am niedrigsten liegt, ist die Adhäsionseffizienz mit 10 % noch 
geringer.  
 












































Abb. 4-48 Adhäsion von SaOs2 Zellen auf verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe 
mit Hydroxylapatit beschichtet (HA); Fe mit Brushit beschichtet (B); Fe mit Magnesium-Calciumphosphatzement 
gefüllt (MgCPC) und Fe mit Brushit beschichtet und anschließend mit Einpasten-Calciumphosphatzement gefüllt 
(1P CPC)) nach 4 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL Zellkulturmedium (McCoy’s 5a bzw. 
DMEM) pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) Zellzahl absolut (Besiedlungsansatz: 2 x 50 000 Zellen/50 µL); 
(b) Adhäsionseffizienz (Referenz auf PS = 100 %) 
Zusammenfassend lassen sich die verschiedenen Eisenschäume entsprechend ihrer 
Adhäsionseffizienz für die osteoblastenähnliche Zelllinie SaOs-2 wie folgt anordnen:  
Fe-B (DMEM bzw. McCoy’s) > Fe-HA (DMEM bzw. McCoy’s) > Fe+1P CPC (McCoy’s) > Fe 
(McCoy’s) > Fe+MgCPC (McCoy’s) > Fe+1P CPC (DMEM) > Fe+MgCPC (DMEM) > Fe 
(DMEM). Unterteilt in das jeweilige Inkubationsmedium ergibt sich dabei für McCoy’s folgendes 
Bild: Fe-B > Fe-HA > Fe und Fe+1P CPC > Fe+MgCPC  und für DMEM folgende Reihenfolge: 
Fe-B > Fe-HA > Fe+1P CPC > Fe+MgCPC > Fe. 
Betrachtet man neben den direkt auf der Probe adhärenten Zellen auch die Zellzahl auf dem 
Well-Boden der Zellkulturplatte, erhält man bezüglich der Zellantwort auf die jeweilige Probe 
weitere interessante Informationen, die in Abb. 4-49 dargestellt sind. Teilabbildung Abb. 4-49 a 
zeigt zunächst die Adhäsionseffizienz auf den Kontrollmaterialien Polystyrol (PS) und Glas (d = 
1 cm).  Während nach 4 Stunden nahezu 95 bis 100 % der Zellen auf der Zellkulturplatte (PS) 
adhäriert sind, liegt die Adhäsionseffizienz auf Glas bei ca. 80 bis 90 %. Im Vergleich dazu sind 
in den Teilabbildungen Abb. 4-49 b bis Abb. 4-49 f neben der Adhäsionseffizienz direkt auf der 
Probe auch die auf dem Well-Boden adhärierten Zellen sowie die Gesamtüberlebensrate für die 
verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäume dargestellt.  
Bei den unmodifizierten Fe-Schäumen, die mit 10 % adhärenten Zellen in DMEM (30 % in 
McCoy’s) die niedrigste Adhäsionseffizienz zeigen, ist dabei zu beobachten, dass auf dem Well-
Boden mehr Zellen überleben und adhärieren als direkt auf der Probe. In DMEM liegt dabei die 
Überlebensrate mit 50 % sogar höher als in McCoy’s (40 %). Der Gesamtanteil an 
überlebenden Zellen liegt aufgrund der besseren Adhäsion in McCoy’s in diesem Medium bei 
ca. 65 %, leicht höher als in DMEM, in dem nur 10 % direkt auf der Probe adhärieren aber 
insgesamt knapp 60 % der Zellen überleben. 
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Ein umgekehrtes Bild ist bei den mit Brushit beschichteten Schäumen zu beobachten: hier 
adhärieren mit ca. 60 % wesentlich mehr SaOs-2 Zellen auf der Probe als im Well (ca. 20 %). 
Insgesamt beträgt die Überlebenszellrate hier entsprechend der Referenz auf Glas in beiden 
Zellkulturmedien ca. 80 %.  
Während bei den unmodifizierten Eisenschäumen mehr Zellen auf dem Well als auf der Platte 































































































































Abb. 4-49 Adhäsionseffizienz von SaOs2-Zellen auf verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert 
(Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA); Fe mit Brushit beschichtet (Fe-B); Fe mit Magnesium-
Calciumphosphatzement gefüllt (Fe+MgCPC) und Fe mit Brushit beschichtet und anschließend mit Einpasten-
Calciumphosphatzement gefüllt (Fe+1P CPC)) nach 4 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL 
Zellkulturmedium (McCoy’s 5a bzw. DMEM) pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) Referenz auf Glas und PS; 
(b) Fe unmodifiziert; (c) Fe-B; (d) Fe-HA; (e) Fe+MgCPC und (f) Fe+1P CPC. 
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40 % gleich hoch wie auf dem Well-Boden. Die sich daraus ergebende Überlebenszellrate liegt 
mit ca. 70 % etwas unter der bei Fe-B.  
Die bei der Adhäsionseffizienz mit ca. 20 % relativ schlecht abschneidenden mit MgCPC bzw. 
mit 1P CPC gefüllten Eisenschäume bewirken ein ähnliches Zellverhalten wie die 
unmodifizierten Schäume: geringe Adhäsion direkt auf der Probe und ein hoher Anteil an 
adhärenten Zellen auf dem Well-Boden. Vor allem bei Fe+MgCPC sind dabei große 
Unterschiede in Abhängigkeit des Inkubationsmediums zu beobachten. Während in McCoy’s 
mit über 20 % mehr Zellen adhärieren als in DMEM (ca. 15 %) liegt die Adhäsionseffizienz auf 
der Well-Platte mit 70 % in DMEM fast doppelt so hoch wie in McCoy’s (40 %). Dies spiegelt 
sich folglich auch in der Gesamtüberlebenszellzahl wider, welche mit über 80 % in DMEM 
vergleichbar mit Fe-B und der Referenz auf Glas ist. Bei Fe+MgCPC in McCoy’s dagegen 
überleben insgesamt lediglich 60 % der Zellen (ähnliche Werte wie bei Fe unmodifiziert). Für 
Fe+1 P CPC ist ein ähnlicher Effekt zu erkennen, der jedoch nicht ganz so stark ausgeprägt ist 
wie bei den mit MgCPC gefüllten Schäumen. In McCoy’s entsprechen Adhäsionseffizienz und 
Überlebenszellrate auf dem Well-Boden den Werten für Fe+MgCPC. Im Gegensatz dazu liegt in 
DMEM der Anteil an überlebenden Zellen in der Well-Platte im Vergleich zu den MgCPC- 
gefüllten Schäumen (70 %) lediglich bei ca. 55 %. Folglich ist hier auch die Überlebenszellzahl 
mit ca. 70 % deutlich unter dem Wert, der für Fe+MgCPC in DMEM erzielt werden kann. 
Die bisherigen Betrachtungen beziehen sich auf SaOs-2 Zellen. In der folgenden Abbildung            
Abb. 4-50 werden die Adhäsionseffizienzen sowie die Gesamtüberlebenszellraten dieser 
Zelllinie auf den verschieden CPP-aktivierten Eisenschäumen den humanen mesenchymalen 
Stammzellen von 3 verschiedenen hMSC Spendern gegenübergestellt. Tendenziell ist bei den 
Stammzellen das gleiche Adhäsionsverhalten wie bei den SaOs-2 Zellen zu beobachten. 
Lediglich bei den Absolutwerten sind Unterschiede erkennbar. Die beste Adhäsionseffizienz 
erreichen beide Zelltypen auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen, bei denen sowohl 
hMSCs (30 bis 40 %) wie auch die Osteoblasten (knapp 60 %) besser adhärieren als auf der 
Well-Platte (ca. 20 % für beide Zelltypen). Die Adhäsion direkt auf Fe-B ist demzufolge für die 
SaOs-2 Zellen 1,5 bis 2-fach höher als für die Stammzellen. Auch für die mehr oder weniger 
stark korrodierenden Fe und Fe-HA ist eine Verdopplung der Adhäsionseffizienz direkt auf den 
Proben bei der Zelllinie im Vergleich zu den Zellen aller 3 hMSC Spender zu beobachten. 
Während bei den unmodifizierten Schäumen wenigsten 10 % der Zellen innerhalb der ersten 
4 Stunden auf der Probe adhärieren konnten, liegt die Adhäsionseffizienz für die Stammzellen 
bei lediglich 5 %. Für Fe-HA ist die Adhäsion im Vergleich zu den SaOs-2 Zellen (40 %) für die 
hMSCs mit 20 bis 30 % gleicher Maßen erniedrigt. Auf den gefüllten Eisenschäumen 
Fe+MgCPC und Fe+1P CPC adhärieren dagegen beide Zelltypen gleich schlecht. Hier werden 
Adhäsionseffizienzen von maximal 20 % erreicht. Die Werte für die Kontrollen auf PS (Ref 2) 
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und Glas (Ref 1) sind ebenfalls für die Stammzellen mit ca. 80 % Adhäsionseffizienz gegenüber 
den SaOs-2 Zellen mit 90 bis 100 % leicht erniedrigt.  
Betrachtet man neben den Adhäsionseffizienzen auf den Proben auch den überlebenden Anteil 
an Zellen auf dem Well-Boden sowie die Gesamtüberlebenszellzahl, verhalten sich beide Zell-
typen tendenziell gleich: Fe-B: mehr Zellen auf der Probe als im Well; Fe-HA: Zellzahl auf Probe 
gleich der im Well; Fe, Fe+MgCPC und Fe+1P CPC: mehr Zellen im Well als auf der Probe. Bei 
den Überlebenszellzahlen liegen die Absolutwerte der SaOs-2 Zellen ca. um 20 % höher als bei 
den hMSCs. Während bei letzteren der Gesamtanteil an überlebenden, adhärierten Zellen je 
nach Probenart zwischen 40 und 60 % liegt, werden für die Osteoblasten Werte zwischen 60 

















































































































Abb. 4-50 Adhäsionseffizienz von hMSCs - (b) 282; (c) 315 und (d) 342 - im Vergleich zu (a) SaOs2-Zellen auf 
verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen (unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (Fe-HA); Fe 
mit Brushit beschichtet (Fe-B); Fe mit Magnesium-Calciumphosphatzement gefüllt (Fe+MgCPC) und Fe mit Brushit
beschichtet und anschließend mit Einpasten-Calciumphosphatzement gefüllt (Fe+1P CPC)) nach 4 h Inkubation 
(37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). Ref 1 = Glas und 
Ref 2 = PS. 
Zur besseren Veranschaulichung sind in Abb. 4-51 noch einmal die absoluten Zellzahlen sowie 
die Adhäsionseffizienzen der Zellen der 3 hMSC-Spender in je einem Diagramm 
zusammengefasst. Die Zellen aller drei Spender zeigen in Abhängigkeit der Probe nach 
4 Stunden Inkubationszeit das gleiche Adhäsionsverhalten. Mit knapp 40 % adhärieren die 
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Stammzellen wie auch die SaOs-2 Zellen (Abb. 4-48 b) auf Fe-B am besten. Für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume werden maximal 30 % Adhäsionseffizienz und 
damit das zweitbeste Adhäsionsergebnis erreicht. Auf den mit MgCPC bzw. mit 1P CPC 
gefüllten Schäumen adhärieren 15 bis 20 % der Zellen. Die niedrigste Adhäsionseffizienz wird 
mit ca. 5 % auf den korrodierenden, unmodifizierten Eisenschäumen erzielt. Auch hier lassen 
sich demnach die verschieden CPP-modifizierten Fe-Schäume wie folgt entsprechend der 







































Abb. 4-51 Adhäsion von hMSC (Spender 282; 315 und 342) auf verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen 
(unmodifiziert (Fe); Fe mit Hydroxylapatit beschichtet (HA); Fe mit Brushit beschichtet (B); Fe mit Magnesium-
Calciumphosphatzement gefüllt (MgCPC) und Fe mit Brushit beschichtet und anschließend mit Einpasten-
Calciumphosphatzement gefüllt (1P CPC)) nach 4 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL 
DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) Zellzahl absolut (Besiedlungsansatz: 2 x 50 000 Zellen/ 50 µL); 
(b) Adhäsionseffizienz (Referenz auf PS = 100 %). 
Die bisherigen Ergebnisse beruhen auf Versuchen mit einer Inkubationszeit von 4 Stunden und 
dienen dem Vergleich verschieden CPP-modifizierter Eisenschäume bezüglich des 
Zelladäsionsverhaltens von SaOs-2 Zellen und humanen mesenchymalen Stammzellen. Für die 
mit Brushit beschichteten Schäume ist darüber hinaus die zeitabhängige Adhäsion in Form von 
REM-Aufnahmen nach 30 min und 4 h in Abb. 4-52 dargestellt. Die Teilabbildungen             
Abb. 4-52 a und Abb. 4-52 b zeigen Zellen des Spender 282, die nach 30 min (a) zwar bereits 
an der Oberfläche angeheftet sind jedoch noch sehr kugelig erscheinen und erst nach 4 h (b) 
vollständig ausgespreitet sind. Im Gegensatz dazu beginnen die Zellen des Spenders 315 
bereits nach 30 min (Abb. 4-52 c) sich an der Oberfläche auszuspreiten und erreichen nach 4 h 
(Abb. 4-52 d) ihre vollständig ausgestreckte Form.  
Abb. 4-53 zeigt die Ergebnisse eines weiteren Adhäsionsversuchs, in dem die Adhäsion der 
hMSC von Spender 282 (Abb. 4-53 a) und 315 (Abb. 4-53 b) auf Fe, Fe-B und Fe+MgCPC in 
Abhängigkeit der Inkubationszeit nach 30 min, 1 h, 4 h und 24 h betrachtet wird. Die beste 
Adhäsion zeigen die Zellen beider Spender auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen. 
Auf den stark korrodierenden unmodifizierten Eisenschäumen adhärieren die Zellen am 
Ergebnisse  129 
schlechtesten. Für die mit MgCPC gefüllten Eisenschäumen ist eine Zunahme der Zellen auf 
den Proben über die Inkubationszeit von 30 min bis hin zu 24 h zu beobachten.  
Spenderspezifisch ist festzustellen, dass die hMSC von Spender 315 schneller adhärieren als 
die Zellen von Spender 282. Dies wird zum einen bei den mit Brushit beschichteten Schäumen 
deutlich, wo bereits nach 30 min mit ca. 25 000 Zellen mehr als 50 % der Zellen von Spender 
315 auf der Probe adhäriert haben und über die weitere Inkubationszeit die Zellzahl nicht 
signifikant ansteigt. Im Vergleich dazu können im Fall von Spender 282 nach 30 min 20 000 
adhärente Zellen gemessen werden. Des Weiteren ist bei längeren Inkubationszeiten bis zu 
24 h ein Anstieg der adhärenten Zellen auf knapp 30 000 zu beobachten. Zum anderen ist 
dieser Effekt bei den mit MgCPC gefüllten Schäumen noch deutlicher ausgeprägt. Hier 
adhärieren in den ersten 30 min ca. 5 000 Zellen von Spender 282 wohingegen bei den Zellen 
von Spender 315 bereits mit ca. 9 000 Zellen fast doppelt so viele Zellen auf der Probe 
adhärieren. 
 a b 
c d 
Abb. 4-52 Adhäsion von hMSC (Spender 282 und 315) auf Brushit-beschichteten Fe-Eisenschäumen nach 30 min 
und 4 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). 
(a) hMSC 282 – 30 min; (b) hMSC 282 – 4 h; (c) hMSC 315 – 30 min; (d) hMSC 315 – 4 h 
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Abb. 4-53 Adhäsion von hMSC (Spender 282 und 315) auf verschieden bioaktivierten Eisenschäumen
(Fe ... Eisenschaum unmodifiziert; Fe-B … Eisenschaum beschichtet mit Brushit; Fe+MgCPC ... Eisenschaum gefüllt 
mit MgCPC) nach 30 min, 1 h, 4 h und 24 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro 
Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) hMSC 282 – Zellzahl (ermittelt über LDH-Aktivität); (b) hMSC 315 –
Zellzahl (ermittelt über LDH-Aktivität). 
Zusammenfassend lässt sich für die Adhäsion von Osteoblasten und humanen mesenchymalen 
Stammzellen auf verschieden CPP-bioaktivierten Eisenschäumen folgendes festhalten: Die 
beste Adhäsion ist für beide Zelltypen – unabhängig vom Spender und von der Art des 
Inkubationsmediums – auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen zu beobachten. Lediglich 
die Geschwindigkeit, mit der die Stammzellen adhärieren ist spenderabhängig. So erreichen die 
Zellen von Spender 315 bereits nach 30 min die maximale Zahl an adhärenten Zellen auf Fe-B, 
während die Zellen von Spender 282 langsamer adhärieren und erst nach 4 h die 
Adhäsionseffizienzen der Zellen von Spender 315 erreicht. Für die mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäume werden die zweitbesten Adhäsionseffizienzen erzielt. Während für 
die Osteoblasten dabei das Zellkulturmedium keinen Einfluss hat, ist für die Stammzellen im 
Vergleich zu den SaOs-2 Zellen allerdings nur eine halb so gute Adhäsion zu beobachten. Die 
mit MgCPC bzw. mit 1P CPC gefüllten Schäume dagegen zeigen eine sehr schlechte Adhäsion 
sowohl von Osteoblasten als auch von Stammzellen. Für Fe-B+1MgCPC kann jedoch durch 
eine Erhöhung der Inkubationszeit von 4 h auf 24 h der Anteil an adhärenten Zellen deutlich 
gesteigert werden. 
Entsprechend des Korrosionsverhaltens in 4.1 adhärieren auf den unmodifizierten 
Eisenschäumen die Zellen am schlechtesten. Bereits bei den SaOs-2 Zellen ist dabei eine 
Abhängigkeit vom Zellkulturmedium zu erkennen. Während in McCoy’s 30 % der Osteoblasten 
auf den Schäumen adhärieren, liegt die Adhäsionseffizienz in DMEM lediglich bei 10 % 
(Osteoblasten) bzw. im Fall der Stammzellen bei nur 5 %. 
Aufgrund der schlechten Adhäsionseffizienzen auf Fe sowie den mit MgCPC und mit 1P CPC 
gefüllten Schäumen konzentrieren sich die Untersuchungen in den folgenden Kapiteln 4.2.2.2, 
4.2.2.3 und 4.2.3 in erster Linie auf die CPP-beschichteten Eisenschäume Fe-B und Fe-HA. 
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4.2.2.2 Proliferation in statischer Kultur 
Die Ergebnisse der Proliferationsuntersuchungen in statischer Kultur mit SaOs-2 Zellen auf mit 
Brushit bzw. mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen nach 3.1.2 sind in Abb. 4-54 
dargestellt. Aufgrund der in Kapitel 4.1 festgestellten Unterschiede im Korrosionsverhalten in 
Abhängigkeit des Inkubationsmediums, wurden die Versuche sowohl in McCoy’s als auch in 
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Abb. 4-54 Proliferation von SaOs2-Zellen auf beschichteten Eisenschäumen (Fe-B und Fe-HA) nach 21 d 
Inkubation in McCoy’s (15 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bzw. in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-
Glutamin) in statischer Kultur. (a) Zellzahl direkt auf den Eisenschäumen – Balkendiagramm; (b) Zellzahl direkt auf 
den Eisenschäumen – Liniendiagramm; (c) Vergleich Zellzahl auf den Eisenschäumen und im Well; (d) Zellzahl
gesamt (Eisenschaum + Well); (e) SaOs2-Zellen auf PS – Inkubation bei 5 % CO2; (f) SaOs2-Zellen auf PS –
Inkubation bei 7 % CO2. 
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Um die Ergebnisse besser bewerten zu können, ist in den Teilabbildungen Abb. 4-54 e und                 
Abb. 4-54 f zunächst die Proliferation der Osteoblasten auf PS in DMEM und McCoy’s mit 10 % 
bzw. 15 % FBS bei 5 % bzw. 7 % CO2 dargestellt. In den ersten 7 Tagen sind noch keine 
Unterschiede zwischen den einzelnen Inkubationsmethoden feststellbar. Die Proliferation 
verläuft hier sowohl bei 5 % als auch bei 7 % CO2 gleich schnell, sodass maximal eine Zellzahl 
von 500 000 Zellen pro Well erreicht wird. Nach 14 Tagen erreichen die Zellen, die bei 7 % CO2 
inkubiert werden mit ca. 150 000 Zellen pro Well leicht höhere Werte als bei 5 % CO2 (100 000 
bis 125 000 Zellen pro Well). Deutliche Unterschiede zwischen der Art des Inkubationsmediums 
und des FBS-Gehaltes sind auch hier noch nicht feststellbar. Erst nach einer Inkubationsdauer 
von 21 Tagen wirken sich die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen auf die Zellzahl und 
damit die Proliferation wie folgt aus:  McCoy’s + 10 % FBS < McCoy’s + 15 % FBS < DMEM + 
10 % FBS < DMEM + 15 % FBS. Die Proliferation ist nach 21 Tagen in DMEM höher als in 
McCoy’s. Je mehr FBS desto höher ist die Zellzahl. Des Weiteren ist zu beobachten, dass bis 
auf DMEM mit 15 % FBS, wo sowohl bei 5 % CO2 als auch bei 7 % CO2 mehr als 
350 000 Zellen gemessen werden, die Zellzahlen in 7 % CO2 leicht höher sind als bei 
niedrigerem CO2-Gehalt. Festzuhalten ist demnach, dass in der Kontrolle die Zellen in DMEM 
besser proliferieren als in McCoy’s.  
Betrachtet man nun die Proliferation auf den mit CPP beschichteten Eisenschäumen, so fällt in       
Abb. 4-54 a auf, dass für Fe-B eine gleiche Tendenz feststellbar ist. Hier liegen die Zellzahlen 
bereits nach 7 und 14 Tagen in DMEM höher als in McCoy’s. Am stärksten ist dieser 
Unterschied nach 14 Tagen ausgebildet. Auch nach 21 d liegen die Zellzahlen auf Fe-B in 
DMEM über denen in McCoy’s. Den umgekehrten Effekt beobachten wir bei der Inkubation der 
SaOs-2 Zellen auf den in Abhängigkeit des Inkubationsmediums mehr oder weniger stark 
korrodierenden Fe-HA. Bereits nach 7 Tagen beträgt die Zellzahl auf Fe-HA in DMEM nur ein 
Viertel der Zellzahl auf Fe-HA in McCoy’s. Auch nach 14 Tagen sind mit 600 000 Zellen in 
McCoy’s 4-mal mehr Zellen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen als in DMEM 
(150 000 Zellen). Dennoch ist auch für Fe-HA in DMEM eine Proliferation zu beobachten, 
jedoch zeitverzögert im Vergleich zu McCoy’s. Dies wird vor allem in Teilabbildung Abb. 4-54 b 
deutlich. Während die Kurven für Fe-HA in DMEM und Fe-B in McCoy’s innerhalb der ersten 
14 Tage (Fe-HA in DMEM) bzw. 7 Tage (Fe-B in McCoy’s) nur sehr langsam ansteigen, gehen 
die Wachstumskurven für Fe-B in DMEM und Fe-HA in McCoy’s kurz nach Beginn der 
Besiedlung mit Zellen in einen linearen und steilen Anstieg über. Daraus ergibt sich, dass die 
SaOs-2 Zellen auf Fe-B in DMEM und auf Fe-HA in McCoy’s schneller proliferieren als auf Fe-B 
in McCoy’s und auf Fe-HA in DMEM. Bei der Inkubation auf den mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen ist hierbei die Art des Mediums und dessen Bestandteile ausschlaggebend für 
das Zellwachstum. Im Gegensatz dazu ist die verringerte Proliferation der Zellen auf Fe-HA in 
Ergebnisse  133 
DMEM im Vergleich zu McCoy’s auf das Korrosionsverhalten dieser Schäume im jeweiligen 
Medium zurückzuführen. 
In den Teilabbildungen Abb. 4-54 c und Abb. 4-54 d werden nicht nur die Zellen direkt auf der 
Probe betrachtet, sondern auch der Well-Boden der Zellkulturplatte, in der die beschichteten 
Eisenschäume mit den Zellen inkubiert werden. Beim Vergleichen der Zellzahlen auf der Probe 
und im Well sind ähnlich der Beobachtungen bei den Adhäsionsversuchen in 4.2.2.1 folgende 
Tendenzen feststellbar: Auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen werden in McCoy’s 
auf der Probe Zellzahlen von 600 000 Zellen nach 14 Tagen und 1 000 000 Zellen nach 
21 Tagen gemessen, wohingegen mit 50 000 bis 100 000 Zellen/Well auf dem Well-Boden um 
den Faktor 10 weniger Zellen detektierbar sind. Bei der Inkubation von Fe-B in DMEM ist dieser 
Effekt nicht ganz so ausgeprägt, hier findet man nach 14 Tagen mit 800 000 Zellen auf dem 
Well-Boden und 900 000 Zellen auf dem Eisenschaum annähernd gleiche Zellzahlen. Für die 
mehr oder weniger stark korrodierenden mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume ist ein 
gegenteiliger Effekt zu beobachten. Hier überleben wesentlich mehr Zellen auf der Well-Platte 
als auf der Probe. Besonders starke Unterschiede sind für Fe-HA in DMEM nach 14 Tagen und 
in McCoy’s nach 21 Tagen erkennbar. Hier werden auf dem Well mit knapp 600 000 Zellen/Well 
bis zu 3-fach höhere Zellzahlenwerte (Fe-HA in DMEM nach 14 Tagen) als auf der Probe 
(knapp 200 000 Zellen) erreicht. Nach 21 Tagen liegen vor allem in McCoy’s mit ca. 900 000 
Zellen/Probe und knapp 1 400 000 Zellen/Well-Boden die Werte für Fe-HA weit auseinander. 
Aus diesen Unterschieden ergeben sich die in Teilabbildung Abb. 4-54 d dargestellten 
Gesamtzellzahlen. Interessant ist, dass neben den Zellzahlen für Fe-B in DMEM, Fe-HA in 
McCoy’s die höchsten Zahlenwerte erreicht. Aufgrund der starken Unterschiede zwischen Well-
Boden und Probe, liegen die Werte für Fe-B in McCoy’s und Fe-HA in DMEM mit ca. 600 000 
bis 700 000 Zellen insgesamt nach 14 Tagen und 1 200 000 bis 1 400 000 Zellen insgesamt 
nach 21 Tagen deutlich unter denen von Fe-B in DMEM bzw. Fe-HA in McCoy’s. 
 McCoy’s DMEM 
Fe-B Zellzahl auf der Probe > Zellzahl im Well Zellzahl auf der Probe  Zellzahl im Well 
Fe-HA Zellzahl auf der Probe ≤ Zellzahl im Well Zellzahl auf der Probe ≤ Zellzahl im Well 
Tab. 4-7 Zellzahlverhältnis von SaOs-2 Zellen auf Fe-B und Fe-HA nach Inkubation in McCoy’s bzw. DMEM 14 
und 21 Tage nach Zellbesiedlung 
 
Abb. 4-55 zeigt die Proliferation von Zellen verschiedener hMSC Spendern auf CPP-
beschichteten Eisenschäumen im Vergleich zu jener der Osteoblastenzelllinie SaOs-2. Bereits 
an der Skalierung der y-Achse fällt auf, dass sich beide Zelltypen stark in ihrer Proliferation 
unterscheiden. Während bei den mesenchymalen Stammzellen nach 14 Tagen Inkubation auf 
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PS maximal eine Verdopplung der Zellzahl zu beobachten ist, vervierfacht sich der 
Ausgangswert bei den SaOs-2 Zellen in dieser Zeit. Dies spiegelt sich auch bei der Proliferation 
auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen (Fe-B) wider. Die SaOs-2 Zellen proliferieren 
schneller als die Stammzellen und erreichen nach 14 Tagen mit über 400 000 Zellen genau wie 
die Kontrollgruppe auf PS eine Vervierfachung der Ausgangszellzahl. Der Anfangswert der 
hMSC liegt mit ca. 30 000 adhärenten Zellen nach 1 h bzw. 24 h wesentlich niedriger. Die 
















































































Abb. 4-55 Proliferation von hMSC (Spender 282, 315 und 342) und SaOs-2 Zellen auf beschichteten 
Eisenschäumen (Fe-HA und Fe-B; PS = Kontrolle) 1 h, 24 h, 7 d und 14 d nach Besiedlung (hMSC: Inkubation in 
DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2; SaOs-2: Inkubation in McCoy’s (15 % 
FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5 % CO2) in statischer Kultur. (a) hMSC Spender 282;  (b) hMSC 
Spender 315; (c) hMSC Spender 342; (d) SaOs-2 Zellen. 
Linie in der aufgrund der Zellgröße geringeren Besiedlungszellzahl (nach 3.6.9). Für eine 
bessere Vergleichbarkeit des Zellverhaltens der beiden Zelltypen auf den CPP-beschichteten 
Eisenschäumen ist deshalb in Tab. 4-8 die prozentuale Proliferations- bzw. Überlebensrate 
nach 14 d Inkubation dargestellt. Dabei ist die Zellzahl auf den entsprechenden Schäumen bzw. 
auf der Kontrolle (PS) nach 1 h auf 100 % gesetzt. Sowohl in Tab. 4-8 als auch in Abb. 4-55 
wird die wesentlich höhere Proliferationsrate der SaOs-2 Zellen deutlich. Während die Zellen 
der Zelllinie sowohl auf Fe-B (462 % der Ausgangszellzahl nach 1 h) als auch auf Fe-HA 
(915 % der Ausgangszellzahl nach 1h) proliferieren, zeigen die Stammzellen in Abhängigkeit 
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des Korrosionsverhaltens der CPP-beschichteten Eisenschäume ein abweichendes 
Zellverhalten. Auf Fe-B steigt die Zellzahl über den Inkubationszeitraum von 14 Tagen auf das 
1,5-fache der Ausgangszellzahl (gemessen nach 1 h). Für die korrodierenden Fe-HA dagegen 
nimmt die Zellzahl in dieser Zeit um den Faktor 4 auf ca. 25 % ab, sodass von den 20 000 
adhärenten Zellen, die nach 1 h auf den Proben bestimmt werden, lediglich ca. 5 000 Zellen 
nach 14 Tagen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen überleben. 
Zellen hMSC 282 hMSC 315 hMSC 342 SaOs-2 
PS 251 +/- 4 152 +/- 4 155 +/- 3 629 +/- 44 
Fe-B 161 +/- 17 138 +/- 2 159 +/- 8 462 +/- 19 
Fe-HA 29 +/- 1 24 +/- 4 19 +/- 3 915 +/- 84 
Tab. 4-8 Prozentuale Proliferationsrate/Überlebensrate von hMSC (Spender 282, 315 und 342) und SaOs-2 
Zellen auf CPP-beschichteten Eisenschäumen (Fe-B: mit Brushit beschichtet; Fe-HA: mit Hydroxylapatit 
beschichtet) in statischer Kultur nach 14 d Inkubation bei 37 °C und 7 % CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL 
DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). Besiedlungsansätze: 50 000 hMSC pro Schaum bzw. Well 
(Referenz) und 100 000 SaOs-2 pro Schaum bzw. Well (Referenz). Zellzahl nach 1 h = 100 % 
Weitere Ergebnisse von Proliferationsversuchen in statischer Kultur für die hMSC der Spender 
282, 315 und 342 auf Fe-HA sind in Abb. 4-56 dargestellt. Über einen Inkubationszeitraum von 
28 Tagen wird hierbei auch ein möglicher Einfluss von osteogenen Zusätzen im Medium auf 
das Zellverhalten untersucht. Als Kontrolle dienen Zellen, die ebenfalls in Basismedium (Os-) 
und Differenzierungsmedium (Os+) über 7 d, 14 d, 21 d und 28 d auf der Zellkulturplatte (PS) 
inkubiert werden. Im Gegensatz zum Proliferationsversuch, der in Abb. 4-55 lediglich einen 
Inkubationszeitraum von 14 Tagen umfasst, ist hier im Verlaufe der Zeit über 21 d und 28 d 
auch auf den korrodierenden Fe-HA eine Zunahme der Zellzahl zu beobachten. Im Vergleich 
zur Kontrolle auf PS (50 000 bis 100 000 Zellen) sind nach 7 Tagen mit ca. 3 000 Zellen 
(Spender 282 und 342) bzw. 6 000 Zellen (Spender 315) wesentlich weniger Zellen auf den mit 
Hydroxylapatit beschichteten Schäumen zu finden und damit ebenfalls im ersten 
Inkubationszeitraum wie auch in Abb. 4-55 eine starke Abnahme der Zellzahl im Vergleich zum 
Beginn der Inkubation zu verzeichnen. Über den weiteren Inkubationszeitraum wandelt sich die 
zunächst negative Zellantwort in ein positives Zellwachstum um, sodass zwischen Versuchstag 
7 und 28 im Basismedium eine Verdopplung und im Differenzierungsmedium sogar eine 
Verdreifachung der Zellzahl zu beobachten ist. Die Kontrollgruppen auf PS zeigen ein ähnliches 
Verhalten, auch hier ist die Proliferation im Differenzierungsmedium höher als im Basismedium. 
In Anlehnung an den in Abb. 4-56 dargestellten Proliferationsversuch ist in Abb. 4-57 die 
Proliferation der hMSC der Spender 282 und 315 auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen 
in statischer Kultur über insgesamt 28 Tage nach osteogener Induktion dargestellt. Im 
Gegensatz zu Fe-HA proliferieren die Zellen auf Fe-B wesentlich besser und erreichen im  
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Abb. 4-56 Proliferation von hMSCs (Spender 282, 315 und 342) auf HA-beschichteten Eisenschäumen 7 d, 14 d, 
21 d und 28 d nach osteogener Induktion an Tag 4 (Os-: Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-
Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2; Os+: Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) mit 
osteogenen Zusätzen (10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM Ascorbinsäure und 10 nM Dexamethason) bei 37 °C und 
7 % CO2) in statischer Kultur. Zellzahl hMSC 282 (a) auf Fe-HA im Vergleich zur Kontrolle (PS); (b) auf Fe-HA 
Vergleich zw. Os- und Os+; Zellzahl hMSC 315 (c) auf Fe-HA im Vergleich zur Kontrolle (PS); (d) auf Fe-HA 
Vergleich zw. Os- und Os+; Zellzahl hMSC 342 (e) auf Fe-HA im Vergleich zur Kontrolle (PS); (f) auf Fe-HA 
Vergleich zw. Os- und Os+. 
Vergleich zur Kontrolle auf PS zum Teil ähnlich hohe Werte. Auch hier ist auffällig, dass im 
Differenzierungs- medium sowohl in der Kontrolle als auch auf den Schäumen die Zellzahlen 
höher liegen als im Basismedium ohne osteogene Zusätze. Bereits nach 14 Tagen sind mit ca. 
150 000 Zellen (800 % vom Ausgangswert auf PS in Os- nach 24 h) doppelt so viele Zellen auf 
Fe-B im Differenzierungsmedium als im Basismedium, wo mit ca. 75 000 Zellen pro Schaum 
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eine Steigerung des Ausgangswertes (PS Os- 24 h) auf 400 % erzielt wird. Während die 
Zellzahl auf Fe-B im Differenzierungsmedium an Tag 21 für beide Spender mit 150 000 Zellen 
(hMSC 282) bzw. 180 000 Zellen (hMSC 315) ihr Maximum (Faktor 10 vom Ausgangswert auf 
PS nach 24 h) erreicht, steigt im Basismedium die Zellzahl auch an Tag 28 bis auf ca. 150 000 
Zellen auf knapp 600 % des Ausgangswertes weiter an. Die osteogen induzierten Zellen 
dagegen zeigen 28 Tage nach Beginn der Induktion eine Abnahme der Zellzahl, die unter einen 
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Abb. 4-57 Proliferation von hMSCs (Spender 282 und 315) auf Brushit-beschichteten Eisenschäumen 7 d, 14 d,
21 d und 28 d nach osteogener Induktion an Tag 4 (Os-: Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-
Glutamin) bei 37 °C und 7 % CO2; Os+: Inkubation in DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin) mit
osteogenen Zusätzen (10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM Ascorbinsäure und 10 nM Dexamethason) bei 37 °C und
7 % CO2) in statischer Kultur. (a) Zellzahl hMSC 282 auf Fe-B im Vergleich zur Kontrolle auf PS; (b) Zellzahl hMCS
282 auf Fe-B Vergleich zw. Os- und Os+; (c) Zellzahl hMSC 315 auf Fe-B im Vergleich zur Kontrolle auf PS; (d)
Zellzahl hMSC 315 auf Fe-B Vergleich zw. Os- und Os+. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) als auch 
humane mesenchymale Stammzellen auf den CPP-beschichteten Eisenschäumen Fe-B und 
Fe-HA nicht nur adhärieren (4.2.2.1) sondern auch über einen Inkubationszeitraum von 
28 Tagen in Abhängigkeit der Korrosion, der Calciumphosphatbeschichtung und der Art des 
Zellkulturmediums eine Zunahme der Zellzahl zeigen und proliferieren. Die von Natur aus eine 
wesentlich höhere Proliferationsrate aufweisenden SaOs-2 Zellen zeigen dabei sowohl auf Fe-B 
als auch auf Fe-HA eine sehr gute Proliferation – bei Fe-B in DMEM besser als in McCoy’s und 
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bei Fe-HA aufgrund der vom Inkubationsmedium abhängigen Korrosion in McCoy’s besser als 
in DMEM. Die langsamer proliferierenden Stammzellen dagegen zeigen ein etwas anderes 
Zellverhalten. Während auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen ebenfalls eine gute 
Proliferation zu beobachten ist, nimmt die Zellzahl auf mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäumen zu Beginn der Inkubation zunächst ab. Im Verlauf der Zeit sinkt die 
Eisenfreisetzung durch die Fe-HA entsprechend den Ergebnissen aus 4.1.1, sodass ab Tag 14 
auch hier eine Zunahme der Zellzahl zu beobachten ist. 
 
4.2.2.3 Proliferation in dynamischer Kultur 
Im folgenden Kapitel soll die Proliferation von SaOs-2 Zellen (Abb. 4-58) und mesenchymalen 
Stammzellen (Abb. 4-59) auf verschieden CPP-modifizierten Eisenschäumen in dynamischer 
Kultur im Vergleich zur statischen Kultur in Zellkulturplatten betrachtet werden.    
Abb. 4-58 zeigt die Ergebnisse der Perfusionsversuche mit Osteoblasten auf unmodifizierten 
Eisenschäumen sowie auf CPP-beschichteten (Fe-B und Fe-HA*) und CPP-gefüllten 
(Fe+MgCPC) Schäumen. Teilabbildung Abb. 4-58 a stellt noch einmal die Proliferation in 
statischer Kultivierung dar. Bereits nach einer Stunde sind starke Unterschiede im Zellverhalten 
auf den jeweiligen Schäumen zu erkennen. Wie auch in den Adhäsionsversuchen aus Kapitel 
4.2.2.1 wird mit ca. 75 % (75 000 adhärente Zellen von 100 000 Zellen Besiedlungsansatz) die 
beste Adhäsion für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume erzielt. Mit reichlich 50 000 
Zellen adhärieren auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen (HA-Beschichtung nach 
„alter Methode“) ca. 50 % der Zellen. Die schlechteste Adhäsionseffizienz zeigen die 
unmodifizierten Eisenschäume mit ca. 20 000 adhärenten Zellen und die mit MgCPC gefüllten 
Schäume mit lediglich 2 500 adhärenten Zellen auf der jeweiligen Probe. Betrachtet man das 
Zellverhalten nach 3 d und 7 d Inkubation in statischer Kultur (Abb. 4-58 a und Abb. 4-58 d), ist 
lediglich für  Fe-B eine deutliche Proliferation zu beobachten. Hier verdoppelt sich die Zellzahl in 
den ersten 3 Tagen von ca. 75 000 Zellen pro Probe auf 150 000 Zellen. Nach 7 Tagen ist die 
Zellzahl bereits auf 250 000 angestiegen. Dahingegen nehmen sowohl für die unmodifizierten 
Schäume als auch für Fe-HA die Zellzahlen im betrachteten Inkubationszeitraum von einer 
Woche so stark ab, dass nach 7 Tagen nahezu keine Zellen mehr auf den Schäumen detektiert 
werden können. Bei den mit MgCPC gefüllten Eisenschäumen ist zwar keine Abnahme der 
Zellzahl zu beobachten, aber von Proliferation kann trotz Verdopplung der Zellzahl von 2 500 
auf 5 000 innerhalb von 7 Tagen aufgrund der großen Fehlerbalken auch hier nicht wirklich 
gesprochen werden. 
   
 




































































































































Fe Fe-HA* Fe-B Fe+MgCPC
Abb. 4-58 Proliferation von SaOs-2 Zellen auf bioaktivierten Eisenschäumen (Fe: unmodifiziert; Fe-HA*: Fe mit HA 
beschichtet (nach „alter“ Herstellungsmethode!); Fe-B: Fe mit Brushit beschichtet und Fe+MgCPC: Fe mit MgCPC
gefüllt) in statischer und dynamischer Kultur 3 d und 7 d nach Zellbesiedlung (1 h = statisch).  
(a) absolute Zellzahl auf Fe, Fe-HA*, Fe-B und Fe-B+MgCPC – statische Kultivierung 
(b) absolute Zellzahl auf Fe, Fe-HA*, Fe-B und Fe-B+MgCPC – dynamische Kultivierung 
(c) absolute Zellzahl auf Fe und Fe-B+MgCPC – statische Kultivierung 
(d) absolute Zellzahl auf Fe und Fe-B+MgCPC – dynamische Kultivierung 
(e) relative Zellzahl auf Fe, Fe-HA*, Fe-B und Fe-B+MgCPC – statische Kultivierung 
(f) relative Zellzahl auf Fe, Fe-HA*, Fe-B und Fe-B+MgCPC – dynamische Kultivierung 
 
Während in statischer Kultur (Abb. 4-58 a) lediglich auf den mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen Zellwachstum zu beobachten ist, zeigen die dynamisch kultivierten Zellen auch 
auf Fe-HA (Abb. 4-58 b) und Fe-B+MgCPC (Abb. 4-58 d) eine Zunahme der Zellzahl. Lediglich 
auf den stark korrodierenden unmodifizierten Eisenschäumen ist sowohl in statischer als auch in 
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dynamischer Kultur keine Proliferation zu erkennen. Absolut gesehen werden in der 
Perfusionskultur auf Fe-B zwar die höchsten Zellzahlen erreicht, jedoch der beste Effekt im 
Vergleich zur statischen Kultur wird zum einen auf Fe-HA, mit einer Verdreifachung der Zellzahl 
von 50 000 auf knapp 150 000 Zellen pro Probe und zum anderen auf Fe-B+MgCPC, mit einer 
Vervierfachung der Zellzahl von 2 500 auf ca. 9 000 Zellen pro Probe erzielt.                       
Zur besseren Vergleichbarkeit sind daher in den Teilabbildungen Abb. 4-58 e (statisch) und  
Abb. 4-58 f (dynamisch) die Zellzahlen nach 1 h Inkubation auf der jeweiligen Probe auf 100 % 
gesetzt.  
Zusammenfassend lässt sich daraus folgendes ablesen: 
Probe Fe Fe-HA* Fe-B Fe+MgCPC 
statisch 
Proliferation nein nein ja +/- 0 
Zellzahl ↓ ↓ ↑ +/- 0 
dynamisch 
Proliferation nein ja ja ja 
Zellzahl ↓ ↑ ↑ ↑ 
Verbesserung durch Perfusion nein ja +/- 0 ja 
Tab. 4-9 Proliferation von SaOs-2 Zellen auf bioaktivierten Eisenschäumen (Fe: unmodifiziert; Fe-HA*: Fe mit HA 
beschichtet (nach „alter“ Herstellungsmethode!); Fe-B: Fe mit Brushit beschichtet und Fe+MgCPC: Fe mit 
MgCPC gefüllt) in statischer und dynamischer Kultur  3 d und 7 d nach Zellbesiedlung. 
Aufgrund der Ergebnisse mit den SaOs-2 Zellen werden die Proliferationsuntersuchungen in 
dynamischer Kultur für die mesenchymalen Stammzellen lediglich auf den CPP-beschichteten 
Fe-B und Fe-HA durchgeführt und in Abb. 4-59 dargestellt. Für die unmodifizierten 
Eisenschäume haben in dieser Richtung weiterführende Untersuchung wenig Aussicht auf 
Erfolg, da bereits für die robusteren und einfacher zu handhabenden Osteoblastenzelllinie 
SaOs-2 weder in statischer noch in dynamischer Kultur Zellwachstum zu beobachten ist. Auch 
die mit MgCPC gefüllten Schäume werden für weitere Versuche nicht mit herangezogen, da 
sich bereits die Adhäsion sowohl von SaOs-2 also auch von hMSC schwierig gestaltet. 
Beim Betrachten der Teilabbildungen Abb. 4-59 a (Fe-HA) und Abb. 4-59 b (Fe-B) wird 
deutlich, dass 14 Tage nach osteogener Induktion sowohl statisch als auch dynamisch mehr 
Stammzellen auf den mit Brushit beschichteten Schäumen als auf Fe-HA detektiert werden. 
Während bereits nach 14 Tagen Zellzahlen von 50 000 auf Fe-B im Basismedium und 140 000 
auf Fe-B im Differenzierungsmedium erreicht werden, wird auf Fe-HA lediglich in 
Differenzierungsmedium nach 21 Tagen bei dynamischer Inkubation der Wert von 50 000 
Zellen überschritten. Auch im Verlauf der weiteren Kultivierung für 21 d und 28 d liegen die 
Zellzahlen auf Fe-B mit über 150 000 Zellen pro Probe im Differenzierungsmedium und über 
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100 000 Zellen pro Probe im Basismedium damit deutlich höher als auf Fe-HA. Darüber hinaus 
ist festzustellen, dass sowohl auf Fe-B als auch auf Fe-HA die Zellzahlen im 
Differenzierungsmedium höher liegen als im Basismedium. Während für Fe-B kein positiver 
Effekt auf die Zellzahl durch die dynamische Kultivierung zu beobachten ist, kann durch die 
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Abb. 4-59 Proliferation von hMSC des Spenders 282 auf HA- bzw. Brushit-beschichteten Eisenschäumen 14 d, 21 d 
und 28 d nach Beginn der osteogenen Induktion in dynamischer Kultur (Referenz = statische Kultur).  
a) Proliferation von hMSC Spender 282 auf Fe-HA – Zellzahl absolut 
b) Proliferation von hMSC Spender 282 auf Fe-B – Zellzahl absolut 
c) Proliferation von hMSC Spender 282 auf Fe-HA – Zellzahl relativ; 14 d statisch Os- = 100 % 
d) Proliferation von hMSC Spender 282 auf Fe-B – Zellzahl relativ; 14 d statisch Os- = 100 % 
Für die Beurteilung der Proliferation werden neben den absoluten Werten auch die relativen 
Zellzahlen bezogen auf die Zellzahl an Tag 14 bei statischer Inkubation im Basismedium 
(=100 %) betrachtet. Wie in den Abbildungen Abb. 4-59 c (Fe-HA) und Abb. 4-59 d (Fe-B) 
erkennbar, ist auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen ab Tag 14 keine wesentliche 
Zellzahlzunahme, weder statisch noch dynamisch zu beobachten. Für die Fe-HA dagegen, bei 
denen wesentlich geringere Absolutwerte gemessen werden, wird insbesondere durch den 
Einsatz der Perfusion eine gesteigerte Proliferation von Tag 14 zu Tag 21 bzw. 28 erzielt. 
Bereits von Tag 14 zu Tag 21 vervierfacht (Differenzierungsmedium) bzw. verzehnfacht 
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(Basismedium) sich die Zellzahl auf den dynamisch kultivierten Fe-HA. Im Vergleich dazu ist die 
Zellzahlzunahme in der statischen Kultur wesentlich geringer und erreicht an Tag 28 nur eine 
Verdopplung im Vergleich zu Tag 14. 
Zusammenfassend ist für die Proliferation in dynamischer Kultur folgendes festzuhalten: 
Während für die unmodifzierten Eisenschäume bereits bei den SaOs-2 Zellen weder statisch 
noch dynamisch eine Zellzahlzunahme zu beobachten ist, kann für die mit MgCPC gefüllten als 
auch für die mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume sowohl für die Osteoblasten als auch für 
die mesenchymalen Stammzellen (nur auf Fe-HA getestet) die Proliferation durch die 
Verwendung der Perfusion verbessert werden. Aufgrund der schlechten Zelladhäsion auf den 
Fe-B+MgCPC sind hier die Zellzahlen sehr gering. Dennoch ist über die Zeit unter dynamischen 
Kultivierungsbedingungen eine Zunahme von SaOs-2 Zellen zu beobachten. Für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Proben kann durch die Verwendung in vivo-naher 
Zellkulturbedingungen die Proliferation beider Zelltypen - SaOs-2 und hMSC - entscheidend 
verbessert werden. So ist für die Osteoblasten, die auf den getesten Fe-HA* (alte 
Herstellungsmethode) statisch sogar eine Zellzahlabnahme zeigen, durch die dynamische 
Kultivierung ein umgekehrtes, positives Zellverhalten festzustellen – eine Zellzahlzunahme. Die 
Eisenschäume, die nach der neueren Methode (3.2.1) mit Hydroxylapatit beschichtet werden, 
bewirken bereits unter klassischen Zellkulturbedingungen (statisch; Mediumwechsel 2x 
wöchentlich) eine geringe Zunahme der Zellzahl. Durch den Einsatz der dynamischen Zellkultur 
kann das Zellverhalten wesentlich positiv beeinflusst und die Proliferation der Stammzellen um 
Faktor 4 bis 10 erhöht werden. Für Fe-B zeigen die Zellen bereits in der statischen Kultur eine 
gute Proliferation (4.2.2.2), sodass hier keine weitere Steigerung der Zellzahl durch die 
Perfusion erzielt werden kann. 
4.2.3 Bioaktivierung und osteogene Differenzierung 
Bei der Charakterisierung von Biomaterialien ist neben Adhäsion und Proliferation auch die 
Differenzierbarkeit der Zellen ein wichtiges Bewertungskriterium. Mesenchymale Stammzellen 
können wie in Kapitel 2.4 bereits beschrieben in drei verschiedene Geweberichtungen 
differenzieren: chondrogen (Knorpel), adipogen (Fett) und osteogen (Knochen). Für die 
vorliegende Arbeit ist insbesondere letztere Differenzierung in die Richtung Knochen von 
Interesse, da die zu untersuchenden CPP-bioaktivierten Eisenschäume später als 
Knochenersatzmaterial dienen sollen. 
Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse zu Differenzierungsuntersuchungen mit 
mesenchymalen Stammzellen sowohl in indirektem Kontakt zur Probe (mit Extrakten) als auch 
in direktem Kontakt zum Schaum – statisch und dynamisch – dargestellt.  
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Untersucht wird dabei sowohl die Calciumabgabe in die extrazelluläre Matrix als auch die 
Bildung der alkalischen Phosphatase als Marker für osteogene Differenzierung - zum einen 
indirekt über die Enzymaktivität und zum anderen direkt über die Genexpression. 
4.2.3.1 Indirekter Kontakt 
Um den Einfluss löslicher Bestandteile aus den Medienextrakten nach Vorlagerung der CPP-
beschichteten Eisenschäume auf die Bioaktivierung der Stammzellen zu untersuchen, werden 
die Zellen wie in Kapitel 3.6.6 beschrieben in 96-Well Platten ausgesiedelt und in vorgelagertem 
Zellkulturmedium inkubiert. Nach 4 Tagen erfolgt durch Zugabe von osteogenen Zusätzen die 
Stimulation in Richtung Osteoblasten.  
Bereits 14 Tage nach osteogener Induktion sind lichtmikroskopisch abhängig vom 
Inkubationsmedium Ablagerungen wie in Abb. 4-60 dargestellt zu beobachten.  Die intensivsten 
„Färbungen“ zeigen sich für die untersuchten hMSC der Spender 282, 315 und 342 in Fe-B 
vorgelagertem DMEM mit osteogenen Zusätzen (Fe-B Os+). Auch für die Kontrollgruppen in 
Differenzierungsmedium (DMEM Os+) sowie für Zellen in Fe-B vorgelagertem Basismedium 
(Fe-B Os-) sind geringe Ablagerungen zu erkennen. Der Well-Boden der Kontrollgruppen im 
Basismedium (DMEM Os-) dagegen zeigt keine sichtbaren Ablagerungen. 
Aus Tab. 4-10 ergibt sich, dass es sich bei den in Abb. 4-60 beobachteten „Verfärbungen“ um 
Calciumphosphatabscheidungen handelt. Die höchsten Calciumphosphatablagerungen werden 
dabei mit 8,9 µg/Well (hMSC 282) und 10,3 µg/Well (hMSC 342) in Fe-B Os+ erzielt. Für 
Spender 315 liegen die Werte im Vergleich zu den anderen beiden Spendern sowohl in Fe-B 
Os+ als auch in der Kontrollgruppe DMEM Os+ im Schnitt lediglich halb so hoch. 
Übereinstimmend mit den lichtmikroskopisch sichtbaren Ablagerungen aus Abb. 4-60 kann in 
Tab. 4-10 auch für Fe-B Os- zwischen 0,7 µg pro Well (hMSC 315) und 0,4 µg pro Well 
(hMSC 342) eine leicht erhöhte Calciumphosphatablagerung gegenüber den Kontrollen im 
Basismedium bestimmt werden, die allerdings noch unter den Werten der Kontrollgruppen im 
Differenzierungsmedium (0,7 bis 3,1 µg/Well) liegen. Zusammenfassend lassen sich die 
Extrakte bzw. Kontrollmedien aufsteigend ihrer stimulierenden Wirkung auf die Stammzellen, 
Calciumphosphat zu bilden, wie folgt anordnen:   
DMEM Os- (keine Bioaktivität) < Fe-B Os- < DMEM Os+ < Fe-B Os+ (Bioaktivität am höchsten). 
Ähnliche Ergebnisse erhält man beim Betrachten der Enzymaktivität der alkalischen 
Phosphatase in den Zelllysaten nach 14 d, 21 d und 28 d Inkubation nach osteogener Induktion. 
Da die Enzymaktivität auch von der Zellzahl abhängt, ist in Abb. 4-61 neben der absoluten 
Enzymaktivität in µmol pNP/30 min pro Well auch die relative Enzymaktivität in 
µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen dargestellt. Beim Vergleichen der Teilabbildungen                   
Abb. 4-61 a (hMSC 282), Abb. 4-61 c (hMSC 315) und Abb. 4-61 e (hMSC 342) bzw. auch der  
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Abb. 4-60 Calciumphosphatablagerung auf 96-Well Zellkulturplatten nach 14 d Inkubation von Zellen der hMSC-
Spender 282, 315 und 342 mit DMEM mit und ohne Vorlagerung für 24 h in Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) sowie 
mit und ohne osteogenen Differenzierungszusätzen (Os- ... Basismedium; Os+ ... Differenzierungsmedium). 
relativen Enyzmaktivitäten in  Abb. 4-61 b, Abb. 4-61 d und Abb. 4-61 f fällt auf, dass wie beim 
Calciumphosphat, die hMSC der Spender 282 und 342 eine stärkere Zellantwort zeigen als die 
Zellen von Spender 315. Wohingegen die absoluten ALP-Werte bei den Zellen von Spender 
282 und Spender 342 maximal zwischen 1,2 µmol pNP/30 min und 2 µmol pNP/30 min liegen, 
erreichen die hMSC von Spender 315 mit einer absoluten ALP-Aktivität von ca. 0,6 µmol 
100 µm100 µm100 µm 
100 µm 100 µm 100 µm
100 µm 100 µm 100 µm
100 µm 100 µm 100 µm
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pNP/30 min lediglich die Hälfte. Bezogen auf die Extrakte bzw. Kontrollmedien zeigen die Zellen 
aller drei Spender tendenziell jedoch mit erhöhter ALP-Aktivität im Differenzierungsmedium das 
gleiche Zellverhalten. Die relative Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase ist im 
betrachteten Inkubationszeitraum von 14 Tagen über 21 Tage bis hin zu 28 Tagen sowohl in 
den Fe-B-Extrakten mit osteogenen Zusätzen als auch in der entsprechenden Kontrollgruppe 
(DMEM Os+) 10 bis 30-fach im Vergleich zum jeweiligen Basismedium erhöht. Vor allem bei 
den hMSC der Spender 282 und 342, die eine höhere Enzymaktivität zeigen als die Zellen von 
Spender 315 ist ferner ein interessanter Aspekt zu beobachten: Bereits im Basismedium Fe-B 
Os- wird im Vergleich zur Kontrolle in DMEM Os- eine leicht erhöhte ALP- Aktivität - absolut wie 
relativ – ermittelt. Dies deutet sich bereits in Abb. 4-60 im lichtmikroskopischen Bild mit den 
Calciumphosphatablagerungen nach 14 Tagen an. 
Zellen Fe-B Os- Fe-B Os+ DMEM Os- DMEM Os+ 
282 0,4 +/- 0,1 8,9 +/- 0,4 0,04 +/- 0,02 3,1 +/- 2,7 
315 0,07 +/- 0,03 5,6 +/- 1,2 0,05 +/- 0,01 0,7 +/- 0,27 
342 0,2 +/- 0,03 10,3 +/- 0,4 0,03 +/- 0,02 1,6 +/- 0,56 
Tab. 4-10 Calciumphosphatablagerung in µg/Well auf 96-Well Zellkulturplatten nach 14 d Inkubation von hMSC
Spender 282, 315 und 342 mit DMEM mit und ohne Vorlagerung für 24 h in Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) sowie
mit und ohne osteogenen Differenzierungszusätzen (Os- ... Basismedium; Os+ ... Differenzierungsmedium). 
Abb. 4-62 zeigt den zeitlichen Verlauf (14 d, 21 d und 28 d) der Calciumphosphatablagerungen 
von den hMSC der Spendern 282, 315 und 342 in Fe-B Extrakten mit/ohne osteogenen 
Zusätzen im Vergleich zur Kontrolle in DMEM-Basismedium bzw. DMEM-
Differenzierungsmedium. Auf der linken Seite sind in den Teilabbildungen Abb. 4-62 a, Abb. 
4-62 c, und Abb. 4-62 e wieder die absoluten Werte pro Well und auf der rechten Seite (Abb. 
4-62 b, Abb. 4-62 d und Abb. 4-62 f) die relativen Werte pro 1 Millionen Zellen dargestellt.  
Mit maximal 8 µg/Well bzw. 0,3 µg/1 Millionen Zellen (in DMEM Os+) werden erneut für die 
Zellen von Spender 315 die geringsten Calciumphosphatablagerungen gemessen. Wesentlich 
mehr Calciumphosphat wird von den hMSc der Spender 282 und 342 gebildet. Hier werden 
Maximalwerte von bis zu 30 µg/Well erreicht. Absolut gesehen bilden die Zellen von Spender 
282 dabei in der Kontrolle (DMEM Os+) an Tag 21 und Tag 28 3-fach mehr Calciumphosphat 
als in den Fe-B Extrakten (Fe-B Os+). Damit liegt die Kontrollgruppe im 
Differenzierungsmedium von hMSC 282 geringfügig höher als die Kontrollgruppe von Spender 
342. Bei den Fe-B Extrakten kehrt sich diese Bild jedoch um: hier liegen die 
Calciumphosphatwerte für die hMSC von Spender 342 doppelt so hoch wie für die Zellen von 
Spender 282 und erreichen damit in Fe-B Os+ mit ca. 15 µg/Well (21 d) und 22 µg/Well (28 d)  
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Abb. 4-61 ALP-Aktivität von hMSC der Spender 282, 315 und 342 auf 96-Well Zellkulturplatten 14 d, 21 d und 
28 d nach osteogener Induktion in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) 
bzw. Vorlagerung ohne Fe-Schäume. 
(a) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 282; (b) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 282  
(c) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 315; (d) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 315 
(e) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 342; (f) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 342 
ähnliche Dimensionen wie die Kontrollgruppe in DMEM Os+ (20 µg/Well für 21 d und 
27 µg/Well für 28 d).  
Bezogen auf die Zellzahl zeigen sich ähnliche Tendenzen. Die Zelllen von Spender 315 
produzieren nur geringe Mengen an Calciumphosphat und bleiben mit ca. 0,2 µg/1 Millionen 
Zellen (für Fe-B Os+) und 0,3 µg/1 Millionen Zellen (für DMEM Os+) an Tag 28 sogar unter den 
Werten, die für die Zellen der beiden anderen Spender bereits an Tag 21 erreicht werden. Für 
die hMSC von Spender 282 sind dies 0,2 µg/1 Millionen Zellen in Fe-B Os+ bzw. knapp  

































































































































Fe-B Os- Fe-B Os+ DMEM Os- DMEM Os+
Abb. 4-62 Calciumphosphatablagerung auf 96-Well Zellkulturplatten 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener 
Induktion von hMSC der Spender 282, 315 und 342 in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-B (Fe 
beschichtet mit Brushit) bzw. Vorlagerung ohne Fe-Schäume. 
(a) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 282; (b) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 282  
(c) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 315; (d) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 315 
(e) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 342; (f) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 342 
0,6 µg/1 Millionen Zellen im Differenzierungsmedium der Kontrollfgruppe. Mit 0,25 
µg/1 Millionen Zellen (Fe-B Os+) und 0,5 µg/1 Millionen Zellen liegen die Zellen von Spender 
342 im gleichen Bereich. Aufgrund der absinkenden Zellzahl an Tag 28 (siehe Abb. 4-34) aber 
einer absolut gesehen ansteigenden Calciumphosphatablagerung in Abb. 4-62 e, ergeben sich 
sowohl im untersuchten Fe-B Extrakt mit osteogenen Zusätzen sowie in der Kontrollgruppe 
(DMEM Os+) mit ca. 2,5 µg/1 Millionen Zellen auf die Zellzahl bezogen ca. 4-fach höher Werte 
148  Ergebnisse 
als für die hMSC von Spender 282, die mit 0,6 µg/1 Millionen Zellen noch deutlich über den 
Werten der Zellen von Spender 315 liegen. Tendenziell gesehen, zeigen aber die Zellen der 
Spender 282 und 342 die gleiche Calciumphosphatablagerung und damit ein gleiches 
Differenzierungsverhalten in Fe-B Os+ im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den Fe-B Os+ 
Extrakten werden dabei ähnliche hohe Calciumphosphatablagerungen gemessen wie in DMEM. 
















Abb. 4-63 Calciumphosphatablagerung auf 12-Well Zellkulturplatten 28 d nach osteogener Induktion von hMSC 
der Spender 282, 315 und 342 in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) 
und Fe-HA (Fe beschichtet mit HA) bzw. Vorlagerung ohne Fe-Schäume. 
Die bisherigen Betrachtungen beziehen sich auf die Untersuchungen mit Extrakten aus den 
Vorlagerungen mit Brushit beschichteten Proben. Im Folgenden sollen mit Hydroxylapatit 
beschichtete Eisenschäume hinzugezogen und die Bioaktivierung der Stammzellen in Fe-B und 
Fe-HA Extrakten gegenübergestellt werden. In diesem Zusammenhang zeigt Abb. 4-63 
Calciumphosphatablagerungen auf den Zellkulturwellboden nach Inkubation der Zellen der 
Spender 282, 315 und 342 in Fe-B und Fe-HA Extrakten nach Zugabe von osteogenen 
Zusätzen im Vergleich zur Kontrolle in DMEM Os+. Es ist deutlich erkennbar, dass die hMSC 
100 µm 100 µm
100 µm 100 µm 100 µm
100 µm 100 µm 100 µm
100 µm
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von Spender 315 kaum Calciumphosphat ablagern, weder in den untersuchten Extrakten Fe-B 
Os+ und Fe-HA Os+ noch in der Kontrollgruppe. Starke Calciumphosphatablagerungen sind 
sowohl bei den Zellen von Spender 282 als auch bei den hMSC von Spender 342 in Fe-B Os+ 
und DMEM Os+ zu sehen. Dabei sind die Ablagerungen für die hMSC von Spender 282 
homogener verteilt als bei den Zellen von Spender 342. Die flächigen Ablagerungen bei den 
























































































































Fe-HA Os- Fe-HA Os+ Fe-B Os- Fe-B Os+
Abb. 4-64 Ca-Ablagerung auf 96-Well Zellkulturplatten 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion von hMSC 
der Spender 282, 315 und 342 in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-HA (Fe beschichtet mit HA) im 
Vergleich zur Vorlagerung mit Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit). 
(a) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 282; (b) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 282  
(c) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 315; (d) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 315 
(e) Ca absolut pro Well – hMSC-Spender 342; (f) Ca relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 342 
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vollständige Abdeckung der Oberfläche auf, sondern werden von ovalen, großen „Löchern“ 
durchbrochen. Bei den Zellen von Spender 342 treten die Ablagerungen lokal sehr gehäuft und 
wesentlich dunkler gefärbt auf als bei den hMSC von Spender 282. In den Fe-HA Extrakten sind 
für die Zellen aller drei Spender trotz der Zugabe osteogener Zusätze auch nach 28 Tagen 
keine bis sehr schwache Ablagerungen zu sehen. Interessant ist dabei, dass hier die hMSC von 
Spender 315 die größte Zellantwort durch lokale, kleine, schwarze 
Calciumphosphatablagerungen zeigen. Das in Abb. 4-63 dargestellte lichtmikroskopische Bild 
spiegelt sich in der nächsten Abbildung (Abb. 4-64), in der die quantitativ ermittelten Ergebnisse 
der Calciummessung aufgezeigt werden, wider. Auch hier sind in der linken Spalte in den 
Teilabbildungen Abb. 4-64 a (hMSC 282), Abb. 4-64 c (hMSC 315) und Abb. 4-64 e 
(hMSC 342) die Absolutwerte pro Well dargestellt. Die in der rechten Spalte abgebildeten 
Diagramme beziehen sich dagegen auf die Ca-Ablagerung pro 1 Millionen Zellen. Bezug 
nehmend auf Abb. 4-62 sollen zunächst die absoluten Ca-Werte pro Well an Tag 28 im 
Differenzierungsmedium Fe-B Os+ und Fe-HA Os+ betrachtet werden. Mit über 20 µg/Well 
(hMSC 342) bzw. 10 µg/Well (hMSC 282) liegen die Calciumphosphatablagerung in Fe-B Os+ 
für die hMSC dieser beiden Spender entsprechend der Aufnahmen aus Abb. 4-63 am 
höchsten. Dennoch lässt sich auch bei den Zellen von Spender 315 ein Effekt auf die 
Calciumphosphatablagerung durch Zugabe osteogener Zusätze im Fe-B Extrakt (7 µg/Well) 
und z.T. auch im Fe-HA Extrakt (2 µg/Well) nachweisen. Weiterhin fällt auf, dass durch Zugabe 
von Dexamethason, ß-Glycerophosphat und Ascorbinsäure in den Fe-B Extrakten die 
Calciumphosphatablagerung über den Inkubationszeitraum von 14 bis 28 Tagen nach Beginn 
der osteogenen Stimulation für die hMSC alle drei Spender deutlich im Vergleich zum 
Basismedium erhöht wird. Für die hMSC von Spender 282 und 342 ist dies bereits nach 
14 Tagen sichtbar und steigt weiter an. Bei den Zellen von Spender 315 ist der Unterschied 
zwischen Basismedium und Differenzierungsmedium sowohl in Fe-B als auch in Fe-HA an Tag 
14 noch nicht sichtbar. Erst an Tag 21 ist eine deutliche Erhöhung der 
Calciumphosphatablagerung in Fe-B Os+ erkennbar. Für die Extrakte der mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäume lässt sich in den Absolutwerten bei den hMSC aller drei Spender 
kein positiver oder negativer Effekt auf die Calciumphosphatfreisetzung über den 
Inkubationszeitraum von 28 Tagen beobachten. Da wie in Abb. 4-34 dargestellt allerdings die 
Zellzahlen vom Inkubationsmedium und den darin mehr oder weniger enthaltenen 
Korrosionsprodukten abhängig sind, sollte wie in Abb. 4-64 b (hMSC 282), Abb. 4-64 d (hMSC 
315) und Abb. 4-64 f (hMSC 342) die Calciumphosphatablagerung auf die Zellzahl bezogen 
werden. Daraus ergibt sich folgendes interessantes Bild. Bereits nach 14 Tagen (hMSC 282) 
bzw. 21 Tagen (hMSC 315) ist die Calciumphosphatablagerung pro Zellzahl in Fe-HA Os+ mit 
0,5 bis 1,0 µg/1 Millionen Zellen und zum Teil auch in Fe-HA Os- mit Werten um 
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0,5 µg/1 Millionen Zellen höher als in Fe-B. Dabei sind keine eindeutig positiven oder negativen 
Unterschiede zwischen Differenzierungs- und Basismedium feststellbar. Die hMSC von 
Spender 282 und 315 zeigen auf die Zellzahl bezogen in Fe-HA sowohl mit als auch ohne 
Differenzierungszusätze eine Erhöhung der Calciumphosphatablagerung. Anders sieht dies bei 
den Zellen von Spender 342 aus. Hier ist an Tag 28 das übliche Bild zu beobachten, dass die 
Calciumphosphatablagerung mit 2 bis 2,5 µg/1 Millionen Zellen im Differenzierungsmedium 
(sowohl in Fe-B als auch in Fe-HA) wesentlich höher ist als im Basismedium ohne osteogen 
Zusätze. 
In Abb. 4-60 sind bereits die ALP-Aktivitäten der Stammzellen in Fe-B Extrakten mit/ohne 
osteogene Zusätze dargestellt. In der folgenden Abbildung (Abb. 4-65) sollen ergänzend dazu 
die Ergebnisse für die aus den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen erhaltenen 
Extrakte im Vergleich zur Kontrolle betrachtet werden. In gewohnter Weise, sind auf der linken 
Seite in den Teilabbildungen Abb. 4-65 a (hMSC 282), Abb. 4-65 c (hMSC 315) und Abb. 
4-65 e (hMSC 342) die Absolutwerte aufgeführt, wobei zur besseren Sichtbarkeit der ALP-
Aktivitäten in den Fe-HA Extrakten die y-Achse so gewählt ist, das die absoluten 
Enzymaktivitäten für die Kontrollgruppen in DMEM Os+ nicht vollständig dargestellt sind und die 
Skala überragen. Mit einer ALP-Aktivität von maximal 0,1 µmol pNP/30 min pro Well liegen die 
absoluten Enzymaktivitäten für die hMSC aller drei Spender in den Fe-HA Extrakten mit 
osteogenen Zusätzen weit unter denen der Kontrollgruppen (zwischen 0,4 bis 
1,6 µmol pNP/30 min pro Well). Dennoch ist durch die Zugabe von Ascorbinsäure, ß- 
Glycerophosphat und Dexamethason auch in Fe-HA eine Erhöhung der ALP-Aktivität 
gegenüber dem Basismedium Fe-HA Os- zu beobachten. Die höchste ALP-Aktivität wird dabei 
erneut bei den Zellen von Spender 342 mit maximal 0,1 µmol pNP/30 min pro Well gemessen. 
Die hMSC von Spender 282 erreichen Maximalwerte von 0,06 µmol pNP/30 min pro Well und 
die Zellen von Spender 315 von 0,04 µmol pNP/30 min pro Well. Ebenfalls auffällig ist, dass die 
absolute Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase bei hMSC 342 an Tag 21 und Tag 28 in 
Fe-HA Os- mit ca. 0,04 bis 0,05 µmol pNP/30 min pro Well 3-fach höher ist als in der 
Kontrollgruppe DMEM Os-. Bezogen auf die Zellzahl in den Teilabbildungen Abb. 4-65 b 
(hMSC 282), Abb. 4-65 d (hMSC 315) und Abb. 4-65 f (hMSC 342) wird dieser Effekt mit einem 
Faktor von 10 noch deutlicher. Sowohl die hMSC von Spender 342 als auch von Spender 282 
zeigen bis zu 10-fach höhere ALP-Aktivitäten pro 1 Millionen Zellen in den Fe-HA Extrakten 
ohne osteogene Zusätze im Vergleich zum Kontrollmedium DMEM Os-. Durch Zugabe von 
Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason erreichen die Zellen aller drei Spender 
in den Fe-HA Extrakten ähnliche hohe Enzymaktivitäten pro 1 Millionen Zellen wie die 
Kontrollgruppen in DMEM Os+. Die höchste ALP-Aktivität bezogen auf die Zellzahl wird mit 
knapp 40 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen erneut für die Zellen von Spender 342 
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Abb. 4-65 ALP-Aktivität von hMSC der Spender 282, 315 und 342 auf 96-Well Zellkulturplatten 14 d, 21 d und 
28 d nach osteogener Induktion in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-HA (Fe beschichtet mit HA) 
bzw. Vorlagerung ohne Fe-Schäume. 
(a) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 282; (b) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 282  
(c) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 315; (d) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 315 
(e) ALP absolut pro Well – hMSC-Spender 342; (f) ALP relativ pro Zellzahl – hMSC-Spender 342 
gemessen. Für die hMSC von Spender 315 liegen die Werte um den Faktor 2 niedriger als für 
die Zellen von Spender 282 und 342, die beispielsweise an Tag 21 eine relative Enzymaktivität 
von 20 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen aufweisen. Den zeitlichen Verlauf betrachtend, 
sind verschiedene Tendenzen zu beobachten. Zum einen erreicht die relative ALP-Aktivität pro 
1 Millionen Zellen mit 10 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen für die hMSC von Spender 
282 und 342 in Fe-HA Os- sowie für die hMSC von Spender 342 
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(20 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen) im Kontrollmedium DMEM Os+ an Tag 21 ein 
Maximum und sinkt dann bis Tag 28 wieder etwas ab. 
Zum anderen ist für die hMSC von Spender 282 in Fe-HA Os+ und DMEM Os+ sowie für die 
Zellen von Spender 342 in Fe-HA Os+ bis Tag 28 ein Anstieg der relativen Enzymaktivität der 
alkalischen Phosphatase zu beobachten. Bei den Zellen von Spender 315, die die niedrigsten 
ALP-Aktivität zeigen, schwankt die ALP-Aktivität im Verlauf des gesamten 
Inkubationszeitraumes in Fe-HA Os+ dagegen relativ konstant um einen Wert von 
10 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen. Im Kontrollmedium DMEM Os+ dagegen ist 
ebenfalls bis Tag 28 ein leichter Anstieg von ca. 15 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen 
(Tag 21) auf 20 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen zu erkennen. In den Basismedien 
DMEM Os- bzw. Fe-HA Os- ist für die hMSC von Spender 315 keine bis schwache ALP-
Aktivität messbar. Dies steht zum Teil im Kontrast zu den Calciumwerten aus Abb. 4-64, wo 
auch für das Basismedium Fe-HA osteogene Differenzierung erkennbar ist. 
Neben des Nachweises der Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase auf Proteinebene 
kann, wie Abbildung Abb. 4-66 zeigt, das osteogene Differenzierungsverhalten der Zellen auch 
über die Genexpression differenzierungsrelevanter Markergene untersucht werden. Während in 
den Teilabbildungen Abb. 4-66 a (hMSC 282), Abb. 4-66 c (hMSC 315) und Abb. 4-66 e 
(hMSC 342) die Ergebnisse zur Genexpression der ALP dargestellt sind, wird in den 
Teilabbildungen Abb. 4-66 b (hMSC 282), Abb. 4-66 d (hMSC 315) und Abb. 4-66 f 
(hMSC 342) die Genregulierung für das Matrixprotein Kollagen I betrachtet. Wie auch bei der 
Enzymaktivität der ALP sind für die Genexpression von ALP und Kollagen spenderabhängige 
Unterschiede im Zellverhalten zu beobachten.  
Die höchste Genexpression für die alkalische Phosphatase zeigen die Zellen von Spender 342. 
Hier liegt der Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG (house keeping genes) auf PS in Os+ 
mit einem Wert von 50 und auf Fe-B in OS+ mit 25 deutlich über den Genexpressionen der 
hMSC von Spender 282 und 315. Diese zeigen in der Kontrolle auf PS das gleiche Verhalten – 
während im Basismedium nahezu keine Genaktivität für die ALP messbar ist, liegt der Quotient 
aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG im Differenzierungsmedium für die Zellen beider Spender bei 
einem Wert von ca. 10.  
Für die CPP-beschichteten Eisenschäume sind spenderabhängig Unterschiede zu beobachten. 
Im Gegensatz zu den Enzymaktivitäten aus Abb. 4-61, bei denen die hMSC von Spender 282 
mit 25 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen die deutlich höhere Aktivität in Fe-B Extrakten im 
Differenzierungsmedium an Tag 21 nach osteogener Differenzierung zeigen (hMSC 315: 
10 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen), ist für die Zellen von Spender 315 auf der 
Transkriptionsebene wesentlich mehr ALP-mRNA nachweisbar als für die hMSC von Spender 
282, bei denen die Genexpression mit einem Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG von 5 




Abb. 4-66 Bestimmung der Genexpression mittels real-time qPCR von hMSC der Spender 282, 315 und 342 auf 
12-Well Zellkulturplatten 21 d nach osteogener Induktion in DMEM mit Vorlagerung für 24 h bei 37 °C mit Fe-HA (Fe 
beschichtet mit HA) und Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) bzw. Vorlagerung ohne Fe-Schäume (PS=Kontrolle). 
HKG: GAPDH und ACTB. Referenziert auf PS Os-. 
a) Genexpression ALP – hMSC-Spender 282; b) Genexpression Kollagen I – hMSC-Spender 282  
c) Genexpression ALP – hMSC-Spender 315; d) Genexpression Kollagen I – hMSC-Spender 315 
e) Genexpression ALP – hMSC Spender 342; f) Genexpression Kollagen I – hMSC Spender 342 
nur halb so hoch liegt wie für die hMSC von Spender 315 (Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq 
HKG = 10). Für die Extrakte der mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume dagegen 
zeigen die Zellen von Spender 282 mit Werten von 8 in Os- und 10 in Os+ wie auch bei den 
Enzymaktivitäten (Fe-HA Os-: 10 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen; Fe-HA Os+: 
20 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen  Zellen) im Vergleich zu den hMSC von Spender 315 die 
höhere Genexpression für ALP – sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium. 
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Während die Zellen von Spender 315 auf Proteinebene wie auch von Spender 282 in Os+ 
erwartend die höhere Enzymaktivität im Vergleich zu Os- aufweisen, sind die Werte auf RNA-
Ebene umgekehrt. Mit einem Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG von 5 liegt die 
Genexpression im Basismedium doppelt so hoch wie im Differenzierungsmedium (2,5). 
Tendenziell betrachtet, zeigen jedoch die Zellen aller drei Spender ein ähnliches Zellverhalten. 
Wie auch bei der Enzymaktivität Abb. 4-61 und Abb. 4-65 ist die Genexpression für die ALP im 
Differenzierungsmedium sowohl in der Kontrolle als auch in den Fe-B Extrakten im Gegensatz 
zum Basismedium deutlich erhöht. Für die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume 
dagegen sind sowohl enzymatisch als auch transkriptionell für Os- ebenfalls erhöhte ALP-
Aktivitäten messbar. 
Für die Genexpression von Kollagen I sind nur teilweise eindeutige Tendenzen erkennbar. Im 
Gegensatz zur ALP liegt das Kollagen-mRNA-Level für die Zellen alle drei Spender im gleichen 
Bereich - lediglich die hMSC von Spender 342 zeigen auf PS in Os+ mit einem Quotienten aus 
2 ∆ Cq COL und 2 ∆ Cq HKG von 3,5 eine etwas höhere Genaktivität. Dagegen weisen die 
Zellen von Spender 282 bei der Genexpression von Kollagen allgemein die niedrigsten Werte 
auf (Quotienten aus 2 ∆ Cq COL und 2 ∆ Cq HKG kleiner gleich 1). Tendenziell ist 
festzustellen, dass für die Zellen aller drei Spender das mRNA-Level von Kollagen in Fe-HA 
Extrakten im Basismedium höher liegt als im Differenzierungsmedium. Für die Kontrollen auf PS 
und in Fe-B vorgelagertem Medium dagegen kann dies nicht so eindeutig festgestellt werden. 
Während für die Zellen von Spender 315 im Differenzierungsmedium der Kontrolle und in den 
Fe-B Extrakten sowie für die hMSC von Spender 342 die Kontrollgruppe in Os+ erhöhte 
Kollagen-mRNA-Level im Vergleich zum Basismedium zeigen, sind die Werte für die 
Genexpression von Kollagen bei den Zellen von Spender 282 in der Kontrollgruppe und bei 
Spender 282 und 342 in den Fe-B Extrakten umgekehrt – im Basismedium höher als im 
Differenzierungsmedium. 
Zusammenfassend für die Untersuchungen zum Differenzierungsverhalten der mesenchymalen 
Stammzellen in Fe-B und Fe-HA Extrakten lässt sich folgendes sagen. ALP-Aktivität und 
Calciumphosphatablagerung sind spenderabhängig. Im Durchschnitt liegen die Werte für die 
ALP-Aktivität und für die Calciumphosphatablagerung bei den hMSC der Spender 282 und 342 
sowohl in den Kontrollgruppen in DMEM Os+ als auch in den Fe-B und Fe-HA Extrakten mit 
osteogenen Zusätzen höher als für die Zellen von Spender 315. Absolut gesehen 
unterscheiden sich die hMSC von Spender 282 und 342 nur wenig (ähnlich hohe Werte bei der 
Enzymaktivität und auch bei der Calciumphosphatablagerung), jedoch im Erscheinungsbild der 
Ablagerungen von Calciumphosphat auf dem Well-Boden sind auch hier spenderabhängig 
Unterschiede zu beobachten. Während die Zellen von Spender 282 eher flächig und relativ 
gleichmäßig Calciumphosphat auf der Zellkulturplatte abscheiden, bilden die hMSC von 
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Spender 342 starke lokale Anhäufungen von Calciumphosphat. Tendenziell zeigen die Zellen 
aller drei Spender in Abhängigkeit des Inkubationsmediums das gleiche 
Differenzierungsverhalten. Die ALP-Aktivitäten sind sowohl in den Fe-B Extrakte (Fe-B Os+) als 
auch in den Extrakten der mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume (Fe-HA Os+) ähnlich 
erhöht gegenüber dem Basismedium wie auch die Kontrollgruppe in DMEM Os+. Außerdem 
zeigen vor allem die hMSC von Spender 282 und 342 erhöhte Enzymaktivitäten in Fe-B und Fe-
HA ohne osteogene Zusätze gegenüber dem Kontrollbasismedium DMEM Os-. Bei den Zellen 
von Spender 315 ist die ALP-Aktivität allgemein niedriger, sodass der osteogen stimulierende  
Effekt in Fe-B Os- und Fe-HA Os- nur schwach erkennbar ist. Die Calciumphosphatablagerung 
in Fe-B Os+ erreicht ebenfalls Werte die denen der Kontrolle entsprechen. Im Basismedium ist 
dagegen keine deutliche Erhöhung der Calciumphosphatablagerung in Fe-B gegenüber DMEM 
zu beobachten. Die absolute Calciumphosphatablagerung ist in Fe-HA wesentlich geringer als 
in Fe-B bzw. der Kontrolle. Relative pro 1 Millionen Zellen liegt die Calciumphosphatablagerung 
sowohl in Fe-HA Os+ als auch in Fe-HA Os- höher als in Fe-B Os+. Eine Ausnahme stellen 
dabei die Zellen von Spender 342 dar, die an Tag 28 auch für Fe-B Os+ eine hohe 
Calciumphosphatbildung pro 1 Millionen Zellen aufweisen. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genexpression bestätigen die Beobachtungen der 
biochemischen Analyse zur ALP-Aktivität sowie der Calciumphosphatablagerung. Im Fall der 
alkalische Phosphatase-Aktivität wird der Effekt bei den Fe-HA Extrakten sogar noch deutlicher. 
Sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium zeigen die hMSC aller drei untersuchten 
Spender eine erhöhte ALP-Genaktivität. Für die Fe-B Extrakte dagegen ist dieser Effekt nicht zu 
beobachten. Hier liegt das ALP-mRNA-Level im Basismedium wie auch in der Kontrollgruppe 
(DMEM Os-) sehr niedrig. Durch Zugabe der Differenzierungsadditive ß-Glycerophosphat, 
Ascorbinsäure und Dexamethason reagieren die Zellen alle drei Spender mit einer deutlich 
erhöhten ALP-Genexpression – sowohl in den Fe-B Extrakten als auch in der Kontrollgruppe. 
Für das Matrixprotein Kollagen I können nur zum Teil eindeutigen Tendenzen zur 
Genregulierung festgestellt werden. Im Gegensatz zur ALP-Aktivität zeigen die Zellen aller drei 
Spender in den Fe-HA Extrakten durch Zugabe osteogener Zusätze eine erniedrigte 
Genexpression für Kollagen I. Für Fe-B und die Kontrollgruppen ist keine generelle Aussage 
möglich. Während die hMSC von Spender 315 (in Fe-B und DMEM) und Spender 342 (in 
DMEM) im Differenzierungsmedium eine erhöhte Kollagen-I-mRNA Synthese aufweisen, wird 
bei den Zellen von Spender 282 (in Fe-B und DMEM) und Spender 342 (in Fe-B) die 
Genexpression für Kollagen I im Vergleich zum Basismedium herunter reguliert.  
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4.2.3.2 Differenzierung in statischer Kultur 
Wie in den Ergebnissen in Kapitel 4.2.3.1 dargestellt, zeigt die Inkubation von Stammzellen in 
Fe-B- und Fe-HA-Extrakten keine negativen Auswirkungen auf das Differenzierungsverhalten 
der Zellen. Durch die Zugabe osteogener Zusätze können die Zellen sowohl in Fe-B als auch in 
Fe-HA vorgelagertem Medium differenzieren. Zum Teil ist sogar eine osteogen stimulierende 
Wirkung auch ohne die Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason zu 
beobachten.  
Im Folgenden sind daran anknüpfend die Untersuchungen zum Differenzierungsverhalten in 
statischer Kultur mit direktem Zellkontakt zu den mit Brushit bzw. mit HA beschichteten 
Eisenschäumen dargestellt. Aufgrund der geringen ALP-Aktivität der hMSC von Spender 315 
werden in Abb. 4-67 lediglich die Zellen von Spender 282 (a bis d) und 342 (e und f) betrachtet. 
Dazu sind in den Diagrammen auf der linken Seite erneut die absoluten ALP-Aktivitäten pro 
Well und auf der rechten Seite die relativen  Enzymaktivitäten pro 1 Millionen Zellen dargestellt.  
Absolut gesehen (Abb. 4-67 a und Abb. 4-67 d) zeigen die Zellen von Spender 282 in der 
Kontrolle auf PS im Differenzierungsmedium die höchste ALP-Aktivität. Mit einem Wert um 
0,4 µmol pNP/30 min pro Well liegt die Enzymaktivität der Zellen auf Fe-B in Os+ zwar deutlich 
niedriger, aber dennoch deutlich erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe auf PS ohne osteogene 
Zusätze sowie auf Fe-B in Os-. Nahezu keine ALP-Aktivität bzw. eine sehr niedrige 
Enzymaktivität ist auf Fe-HA mit/ohne osteogener Induktion sowie in der Kontrolle auf PS im 
Basismedium messbar. Hierfür ist es nötig, die Zellzahl in die Betrachtungen mit einzubeziehen. 
So ergibt sich für Fe-B in Teilabbildung Abb. 4-67 b und für Fe-HA in Abb. 4-67 d folgendes 
Bild. An Tag 14 liegt die relative ALP-Aktivität in den osteogen induzierten Zellen auf Fe-HA mit 
knapp 6 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen im Vergleich zur Kontrolle und zu Fe-B (ca. 
3 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen) im Differenzierungsmedium am höchsten. Im Verlauf 
der Inkubationszeit schwankt die spezifische Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase auf              
Fe-HA in Os+ um den Wert von ca. 4 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen und liegt dabei in 
einem Bereich wie die Kontrollgruppe auf PS. Auch für die mit Brushit beschichteten 
Eisenschäume ist im Differenzierungsmedium mit ca. 2 bis 3 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen 
Zellen im Vergleich zum Basismedium auf Fe-B bzw. PS eine erhöhte ALP-Aktivität der Zellen 
messbar. Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit den Fe-HA und Fe-B Extrakten aus Kapitel 
4.2.3.1 kann im direkten Kontakt zur Probe ohne die Zugabe osteogener Zusätze keine 
osteogen stimulierende Wirkung festgestellt werden. Weder auf Fe-B noch auf Fe-HA wird im 
Vergleich zur Kontrolle auf PS im Basismedium eine erhöhte ALP-Aktivität gemessen.  
Auch für die Zellen von Spender 342 in Teilabbildung Abb. 4-67 e (absolut) und Abb. 4-67 f 
(relativ) sind materialabhängig die gleichen Tendenzen feststellbar. Im Vergleich zu den hMSC 
von Spender 282 liegen hier allerdings sowohl die absoluten wie auch die relativen 
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Enzymaktivitäten wesentlich höher. An  Tag 21 erreichen die Zellen von Spender 342 dabei mit 
ca. 25 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen auf PS in Os+ und mit 30 µmol pNP/30 min pro 
1 Millionen Zellen auf Fe-HA mit osteogenen Zusätzen eine 5- bis 6-fach höhere relative ALP-
Aktivität wie die hMSC von Spender 282 zum gleichen Zeitpunkt. Dennoch ist auch hier 
erkennbar, dass die Zellen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen durch 
osteogene Stimulation ihre ALP-Aktivität erhöhen und zu Osteoblasten differenzieren.  
  a b 
c d 
e f 
Abb. 4-67 ALP-Aktivität von hMSC (Spender 282 und 342) auf Fe-B (Fe beschichtet mit Bruhsit) und Fe-HA (Fe 
beschichtet mit Hydroxylapatit) 7 d, 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion (Os-: Basismedium; Os+: 
Differenzierungsmedium) in statischer Kultur (12-Well). Kontrolle auf PS. 
(a) ALP-Aktivität absolut der hMSC von Spender 282 auf Fe-B; (b) ALP-Aktivität pro 1 Millionen Zellen der hMSC
von Spender 282 auf Fe-B; (c) ALP-Aktivität absolut der hMSC von Spender 282 auf Fe-HA; (d) ALP-Aktivität pro
1 Millionen Zellen der hMSC von Spender 282 auf Fe-HA; (e) ALP-Aktivität absolut der hMSC von Spender 342 auf 
Fe-HA; (f) ALP-Aktivität pro 1 Millionen Zellen der hMSC von Spender 342 auf Fe-HA  
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Im Basismedium ohne Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason liegen auch für 
die Zellen von Spender 342 auf Fe-HA die Werte im Bereich der Kontrolle auf PS. Allerdings 
fällt bei der Betrachtung der gesamten Inkubationszeit von 7 d bis 28 d nach osteogener 
Induktion in Abb. 4-68 folgende Tendenz auf: Sowohl im Basis- als auch im 
Differenzierungsmedium erreicht die ALP-Aktivität der Zellen auf den mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäumen (Abb. 4-68 a) bereits an Tag 14 mit ca. 28 µmol pNP/30 min pro 
1 Millionen Zellen (Os+) und ca. 4 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen (Os-) ähnlich hohe 
Werte wie an Tag 21 im entsprechenden Medium. Es ist nicht das wie in der Kontrolle auf PS 
(Abb. 4-68 b) erkennbare ALP-Maximum an Tag 21 (ca. 25 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen) 
zu beobachten, sondern viel mehr ein Plateau, das sich über mehrere Tage erstreckt – sowohl 
im Basis- als auch im Differenzierungsmedium. In der Kontrollgruppe auf PS dagegen bleibt die 
ALP-Aktivität ohne osteogene Zusätze (Os-) mit ca. 4 µmol pNP/30 min pro 1 Millionen Zellen 
über den gesamten Untersuchungszeitraum auf einem konstanten Grundlevel.  
a b 
Abb. 4-68 Relative ALP-Aktivität von hMSC des Spenders 342 auf (a) Fe-HA (Eisenschaum beschichtet mit 
Hydroxylapatit) und (b) auf PS 7 d, 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion (Os-: Basismedium; Os+: 
Differenzierungsmedium) in statischer Kultur (12-Well). 
Aufgrund der CPP-Beschichtung und der damit bereits auf dem Ausgangsmaterial dicken 
Calciumphosphatschicht ist bei den mit Brushit- und mit HA beschichteten Eisenschäumen im 
Gegensatz zu den Untersuchungen mit den jeweiligen Medienextrakten bei der direkten 
Inkubation der Zellen auf den Schäumen die Messung der zusätzlichen 
Calciumphosphatablagerung nach osteogener Stimulation wenig sinnvoll. Die Mineralisierung 
während der Differenzierung kann hier nur indirekt bestimmt werden – zum einen über die 
Veränderung der Calciumionenkonzentration im Überstand und zum anderen durch Inkubation 
von Zellen auf Glasträgern in Anwesenheit der jeweiligen CPP-beschichteten Schäume. Abb. 
4-69 zeigt zunächst die Ergebnisse der Differenzierungs- und Mineralisierungsversuche auf 
Glasträgern mit/ohne Fe-B. Bei Betrachtung der Calciumphosphatablagerungen auf den 
Glasträgern (Abb. 4-69 a und b) ist zu erkennen, dass die Anwesenheit mit Brushit 
beschichteter Schäume die Bioaktivität der Zellen weder positiv noch negativ beeinflusst. 
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Sowohl mit als auch ohne Fe-B kommt es zur Ablagerung von Calciumphosphat durch 
osteogen induzierte und auf Glasträgern adhärierte Stammzellen. Nach 28 Tagen Inkubation 
liegen die Werte für Fe-B zwar mit ca. 14 µg/Glasträger und ca. 5,5 µg pro 100 000 Zellen 
höher als in der Kontrollgruppe, in der es zu einer Ablagerung von ca. 10 µg/Glasträger und ca. 
4 µg pro 100 000 Zellen kommt, allerdings ist die ALP-Aktivität der Zellen in beiden 
Untersuchungsgruppen über den untersuchten Inkubationszeitraum mit ca. 2 µmol pNP/30 min 
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Abb. 4-69 Ca-Ablagerung und ALP-Aktivität von hMSC des Spenders 282 auf Glasträgern während der Inkubation 
mit Fe-B 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion in statischer Kultur (Referenz = Glasträger ohne Fe-B). (a) 
Ca-Ablagerung in µg pro Glastäger (d=1 cm); (b) relative Ca-Ablagerung pro 100 000 Zellen; (c) Calcium-Ionen-
Konzentration im Überstand in µg/mL; (d) ALP-Aktivität pro 106 Zellen. 
Wie bereits in 4.1.5 gezeigt, liegt der Calciumionengehalt bei der Inkubation von Fe-B in DMEM 
mit ca. 120 µg/mL um ca. 40 µg/mL höher als im Medium ohne Fe-B (80 µg/mL). Dies ist auch 
bei dem in Abbildung Abb. 4-69 c dargestellten Versuch zu beobachten. Hier werden für die 
Zeitpunkte 14 d, 21 d und 28 d im Basismedium mit Fe-B die gleichen erhöhten 
Calciumionenkonzentrationen gemessen, während in der Kontrolle ohne Fe-B der 
Calciumionengehalt des Überstandes unverändert 80 µg/mL beträgt. Interessant ist, dass 
dagegen im Differenzierungsmedium der Calciumionengehalt im Überstand 14 d nach 
osteogener Induktion in Anwesenheit von Fe-B mit 100 µg/mL nur noch um ca. 20 µg/mL erhöht 
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ist. Nach 21 d und 28 d wird für Fe-B Os+ sogar die gleiche Calciumionenkonzentration wie in 
den Kontrollen Os- und Os+ ohne Fe-B gemessen – lediglich im Basismedium ist in 
Anwesenheit der mit Brushit beschichteten Eisenschäume ein erhöhter Calciumionengehalt von 
120 µg/mL feststellbar. 
In Abbildung Abb. 4-70 sind die Ergebnisse der Differenzierungs- und Mineralisierungsversuche 
auf Glasträgern für Fe-B und Fe-HA gegenübergestellt. Wie auch bei den Extrakten in                   
Abb. 4-64 wird in Anwesenheit von Fe-HA weniger und langsamer Calciumphosphat abgelagert 
als in Anwesenheit von Fe-B. Während 14 d nach osteogener Induktion zwischen den mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen und den mit Brushit beschichteten Schäumen im 
Differenzierungsmedium noch kein Unterschied erkennbar ist, liegen die Werte nach 21 d für 
Fe-B Os+ mit ca. 3 µg/Glasträger doppelt so hoch als mit 1,5 µg/Glasträger für Fe-HA Os+. Von 
21 d zu 28 d ist die Ablagerung in Anwesenheit von Fe-B lediglich um 1,5 µg/Glasträger auf ca. 
4,5 µg/Glasträger angestiegen, sodass der Unterschied zu Fe-HA geringer ist. Hier liegt die 
Ablagerung mit knapp 4 µg/Glasträger zwar immer noch unter dem Wert für Fe-B, allerdings 
konnte die Calciumphosphatabscheidung von Tag 21 zu Tag 28 mehr als verdoppelt werden. 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Abb. 4-69 ist in diesem Versuch zu beobachten, dass 
nach 28 Tagen die Calciumphospphatablagerung in Anwesenheit von Fe-B sowohl absolut mit 
3 µg/Glasträger (Abb. 4-70 a) als auch relativ mit 4,5 µg/100 000 Zellen (Abb. 4-70 c) im 
Basismedium ähnlich hohe Werte erreicht wie für Fe-HA im Differenzierungsmedium 
(4 µg/Glasträger/100 000 Zellen). Außerdem fällt auf, dass die Calciumabscheidung/ 
100 000 Zellen im Differenzierungsmedium mit Fe-B vor allem von Tag 21 
(2 µg/100 000 Zellen) zu Tag 28 (20 µg/100 000Zellen) sich um den Faktor 10 erhöht, während 
die Kontrollgruppe einen kontinuierlicheren – nahezu linearen – Antstieg der 
Calciumphosphatablagerung zeigt (Abb. 4-70 d). Hier  ist sowohl von Tag 14 (ca. 
2,5 µg/100 000 Zellen) zu Tag 21 (ca. 5 µg/100 000 Zellen), als auch von Tag 21 zu Tag 28 (ca. 
10 µg/100 000 Zellen) jeweils eine Verdopplung der Calciumphophosphatablagerung zu 
beobachten. 
Betrachtet man das Verhältnis der Ablagerung/100 000 Zellen von Basismedium zu 
Differenzierungsmedium, so ist festzustellen, dass der Unterschied von Os- zu Os+ in Fe-B und 
in der Kontrollgruppe ohne Eisenschäume mit dem Faktor 4 (Fe-B) bzw. Faktor 10 (Kontrolle) 
nach 28 d wesentlich deutlicher ist als für Fe-HA. Bei letzterem dagegen sind die Werte pro 
100 000 Zellen im Vergleich zur Kontrolle und zu Fe-B recht niedrig (< 5 µg/100 000 Zellen). 
Absolut betrachtet, wird bei Fe-HA Os+ mit 4 µg/Glasträger nach 28 d eine ähnliche 
Aablagerung wie für Fe-B (Os-: 3 µg/Glasträger und Os+: 4,5 µg/Glasträger) gemessen, 
Bezogen auf die Zellzahl allerdings sind die Werte mit 2,5 µg/100 000 Zellen (Fe-HA Os-) und 
4 µg/100 000 Zellen (Fe-HA Os+) so gering wie für Fe-B im Basismedium. Im Vergleich zur 
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Kontrolle ist die Calciumablagerung in Form von Calciumphosphat in Anwesenheit von Fe-HA 
zwar recht gering, aber sowohl in Os+ als auch in Os- liegen die Werte an Tag 28 dennoch 
höher als in der Kontrolle (Os-). Außerdem ist das Verhältnis zwischen Basis- und 
Differenzierungsmedium für Fe-HA im Vergleich zu Fe-B sehr gering, was wie in 4.2.3.1 eine 
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Abb. 4-70 Ca-Ablagerung auf Glasträgern (d = 1 cm) 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion von hMSC des 
Spenders 282 in Anwesenheit von bioaktivierten Eisenschäumen (Fe-B: Brushit beschichteter Eisenschaum; Fe-HA: 
HA beschichteter Eisenschaum) in statischer Kultur in 12-Well Zellkulturplatten. 
(a) absolute und (c) relative Ca-Ablagerung über die Zeit auf Glasträgern besiedelt mit hMSC 282 – Vergleich 
zwischen Fe-HA und Fe-B sowie zwischen Basis- (Os-) und Differenzierungsmedium (Os+);  (b) Ca-Ablagerung auf 
Glasträgern mit/ohne Zellen in Anwesenheit von Fe-B bzw. Fe-HA in Os- bzw. Os+; (d) Ca-Ablagerung auf Kontroll-
Glasträgern ohne bioaktivierte Eisenschäume. 
Um nachweisen zu können, dass es sich bei den Calciumphosphatablagerungen um 
Mineralisation handelt, die auf Zellaktivität beruht und es sich um keine unspezifischen 
Ausfällungen handelt, werden wie in Teilabbildung Abb. 4-70 b dargestellt Kontrollen ohne 
Zellen mitgeführt. Sowohl für Fe-HA also auch für Fe-B liegen die Werte auf den Glasträgern 
ohne Zellen im Basismedium und im Differenzierungsmedium kleiner 1 µg/Glasträger und damit 
deutlich unter den Werten für die Glasträger mit Zellen (Fe-HA Os-: > 1 µg/Glasträger; Fe-HA 
Os+: ca. 4 µg/Glasträger; Fe-B Os-: ca. 3 µg/Glasträger und Fe-B Os+: ca. 5 µg/Glasträger). 
Für die Untersuchungen zum Differenzierungsverhalten der mesenchymalen Stammzellen auf 
mit Brushit und mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen lässt sich zusammenfassend 
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folgendes festhalten. ALP-Aktivität und Calciumphosphatablagerung sind auch im direkten 
Materialkontakt spenderabhängig, wobei für die hMSC von Spender 342 wie bei den Extrakten 
in Kapitel 4.2.3.1 in der Regel höhere Werte gemessen werden (auch in der Kontrollgruppe auf 
PS) als für die Zellen von Spender 282. Tendenziell zeigen die Zellen beider Spender jedoch 
ein ähnliches Differenzierungsverhalten in Abhängigkeit der Beschichtung und des 
Inkubationsmediums. Korrosions- und Zellzahl-bedingt sind auch bei der direkten Inkubation der 
Zellen auf den CPP-beschichteten Schäumen die Absolutwerte der ALP-Aktivität für Fe-HA 
geringer als auf Fe-B. Relativ betrachtet zeigen die Zellen auf den mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäumen wie in der Kontrolle auf PS jedoch eine höhere ALP-Aktivität pro 
Zellzahl als auf Fe-B. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus 4.2.3.1 kann im direkten 
Materialkontakt weder auf den mit Brushit noch auf den mit HA beschichteten Schäumen im 
Basismedium eine im Vergleich zur Kontrolle erhöhte Enzymaktivität der ALP festgestellt 
werden. Die Mineralisation kann aufgrund der bereits vorhandenen 
Calciumphosphatbeschichtung auf den Eisenschäumen nur semi-direkt mittels Glasträger 
untersucht werden. Entsprechend den Ergebnissen in 4.2.3.1 wird in Anwesenheit von Fe-B im 
Differenzierungsmedium durch die Stammzellen ähnlich viel Calciumphosphat abgelagert wie in 
der Kontrolle. Ein unspezifisches Ausfallen von Calciumphosphat kann durch entsprechende 
Kontrollen (Abb. 4-70 b) ausgeschlossen werden. Absolut als auch relativ ist die Ablagerung 
von Calicium in Form von Calciumphosphat auf den Glasträgern in Anwesenheit von Fe-B 
höher als von Fe-HA, wobei der Unterschied zwischen Basismedium und 
Differenzierungsmedium für die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume geringer ist als 
für Fe-B. Dies lässt wie auch in 4.2.3.1 eine osteogen stimulierende Wirkung der HA-
Beschichtung auch ohne osteogene Differenzierungszusätze vermuten. 
4.2.3.3 Differenzierung in dynamischer Kultur 
Wie die Ergebnisse in Kapitel 4.2.3.2 zeigen, sind humane mesenchymale Stammzellen in der 
Lage auf CPP-bioaktivierten Eisenschäumen in vitro in Richtung Knochenzellen zu 
differenzieren. Sowohl die ALP-Aktivität als auch die Mineralisierung in Form von 
Calciumphosphatablagerung kann durch Zugabe osteogener Zusätze gesteigert werden. Im 
Fall der mit Hydroxylapatit beschichten Proben ist zum Teil sogar eine stimulierende Wirkung 
ohne die Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason zu beobachten.  
Im Folgenden soll untersucht werden, ob durch eine dynamische und damit in vivo ähnlichere 
Inkubation das Differenzierungsverhalten auf den CPP-beschichteten Eisenschäumen 
gesteigert werden kann. In Abbildung Abb. 4-71 ist die absolute ALP-Aktivität für Fe-HA (Abb. 
4-71 a) und Fe-B (Abb. 4-71 c) sowie die relative ALP-Aktivität für Fe-HA (Abb. 4-71 b) und für 
Fe-B (Abb. 4-71 d) in statischer und dynamischer Kultur gegenübergestellt. Sowohl statisch als 
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auch dynamisch liegt die absolute ALP-Aktivität der Zellen pro Eisenschaum auf den mit Brushit 
beschichteten Schäumen wesentlich höher als auf Fe-HA. Während auf den mit Hydroxylapatit 
beschichteten Proben lediglich in der dynamischen Kultur mit ca. 0,8 µmol pNP/30 min nach 
21 d Inkubationszeit nach osteogener Induktion und ca. 0,5 µmol pNP/30 min nach 28 d eine 
erhöhte ALP-Aktivität im Differenzierungsmedium gemessen wird, liegen die Werte auf Fe-B 
sowohl statisch mit ca. 0,3-0,4 µmol pNP/30 min als auch dynamisch mit ca. 
0,75 µmol pNP/30 min (14 d und 28 d) bzw. mit ca. 1 µmol pNP/30 min (21 d) deutlich höher. 
Dies korreliert mit den Ergebnissen aus 4.2.3.2. 
a b 
c d 
Abb. 4-71 ALP-Aktivität von hMSC des Spenders 282 auf Fe-B (Fe beschichtet mit Brushit) und Fe-HA (Fe 
beschichtet mit Hydroxylapatit) 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion in dynamischer Kultur (Referenz =
statische Kultur). (a) ALP-Aktivität absolut von hMSC des Spenders 282 auf Fe-HA; (b) ALP-Aktivität pro 1 Millionen 
Zellen von hMSC des Spenders 282 auf Fe-HA; (c) ALP-Aktivität absolut von hMSC des Spenders 282 auf Fe-B; (d) 
ALP-Aktivität pro 1 Millionen Zellen von hMSC des Spenders 282 auf Fe-B. 
Bereits bei der Betrachtung der absoluten ALP-Aktivität ist für beide Beschichtungen eine 
Erhöhung der Enzymaktivität durch die dynamische Kultivierung zu beobachten. Während für 
Fe-HA statisch kaum eine ALP-Aktivität messbar ist, kann die Enzymaktivität durch 
Verwendung der Perfusionskultur auf 0,5 bis 0,8 µmol pNP/30 min gesteigert werden. Auf Fe-B 
ist bereits statisch eine absolute ALP-Aktivität von ca. 0,3 µmol pNP/30 min an Tag 21 und von 
0,4 µmol pNP/30 min an Tag 14 und Tag 28 detektierbar. Durch die Perfusionskultur können 
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diese Werte auf ca. 0,75 bis 1 µmol pNP/30 min verdoppelt (Tag 14 und Tag 28) bzw. 
verdreifacht (Tag 21) werden. 
Unter Berücksichtigung der Zellzahlen pro Probe wird die Erhöhung der Enzymaktivität der 
alkalischen Phosphatase durch dynamische Kultivierung noch deutlicher. Insbesondere für die 
mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume wirkt sich die Perfusionskultur positiv im Sinne 
einer erhöhten spezifischen ALP-Aktivität auf das Zellverhalten der Stammzellen aus. Während 
14 Tage nach osteogener Induktion die Werte für die statische und die dynamische Kultur mit 
ca. 4,8 µmol pNP/30 min/1 Millionen Zellen gleich hoch sind, ist zu den späteren                   
Zeitpunkten mit ca. 11 µmol pNP/30 min/1 Millionen Zellen an Tag 21 bzw. mit 
ca. 7 µmol pNP/30 min/1 Millionen Zellen an Tag 28 nahezu eine Verdopplung bzw. 
Verdreifachung der relativen Enzymaktivität im Vergleich zur statischen Inkubation in 
Zellkulturwellplatten zu beobachten.  
Im Gegensatz zur absoluten ALP-Aktivität ist die spezifische Enzymaktivität auf Fe-B mit 
maximal 2 µmol pNP/30 min/1 Millionen Zellen deutlich geringer als auf Fe-HA. Aber auch hier 
ist durch die Verwendung der Perfusionskultur eine Verdopplung der Werte zu beobachten.  
Ein weiterer Effekt, der durch die Verwendung der dynamischen Kultivierung beobachtet 
werden kann, ist die Ausbildung eines typischen ALP-Maximums an Tag 21 nach osteogener 
Induktion. Während wie bereits im vorangegangen Kapitel 4.2.3.2  sowohl auf Fe-HA (Abb. 
4-68) als auch auf Fe-B (Abb. 4-67) kein typisches ALP-Maximum in statischer Zellkultur zu 
beobachten ist, sondern die ALP-Aktivität über mehrere Tage auf einem relativ konstanten 
Level erhöht bleibt, bewirkt die Perfusionskultur nicht nur eine Erhöhung der absoluten als auch 
spezifischen ALP-Aktivität auf Fe-HA und Fe-B, sondern auch die Verschiebung des ALP-
Plateaus zu einer maximalen ALP-Aktivität an Tag 21 wie auch bei der Kontrolle auf PS in 
statischer Kultur zu beobachten ist (Abb. 4-70). Dies ist für Fe-B mit 1 µmol pNP/30 min bei der 
absoluten Enzymaktivität und für Fe-HA mit 11 µmol pNP/30 min/1 Millionen Zellen bei der 
relativen Enzymaktivität am stärksten ausgeprägt. 
Entsprechend der Untersuchungen aus 4.2.3.2 ist neben der ALP-Aktivität als Maß für die 
Osteoblastendifferenzierung die Mineralisierung in Form von Calciumphosphatablagerung auf 
Glasträgern in Abb. 4-72 dargestellt. Absolut betrachtet können bereits 14 Tage nach 
osteogener Induktion Unterschiede in der Calciumphosphatabscheidung in Abhängigkeit des 
Inkubationsmediums und der Inkubationsmethode festgestellt werden. Sowohl in Anwesenheit 
von Fe-HA als auch von Fe-B ist die Calciumphosphatabscheidung im Differenzierungsmedium 
mit ≥ 1 µg/Glasträger erwartend doppelt (Fe-HA statisch und dynamisch; Fe-B statisch) bzw. 5-
fach (Fe-B dynamisch) höher als im Basismedium. Während für Fe-HA zu diesem Zeitpunkt 
noch kein Unterschied zwischen statischer und dynamischer Inkubation zu erkennen ist, liegt 
die Calciumphosphatabscheidung mit ca. 2,5 µg/Glasträger für Fe-B in der Perfusionskultur 
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bereits nach 14 Tagen 2,5-fach höher als in der statischen Kultur. Im Laufe der Inkubation von 
14 auf 21 Tage nach osteogener Induktion verdreifacht sich die Calciumphosphatabscheidung 
in Anwesenheit von Fe-B in der statischen Kultur von ca. 1 µg/Glasträger auf 3 µg/Glasträger. 
Durch die dynamische Kultivierung wird die Calciumphosphatabscheidung um einen Faktor von 
2,6 auf ca. 6,5 µg/Glasträger gesteigert, sodass zu diesem Zeitpunkt die Calciumwerte in der 
Perfusion doppelt so hoch sind als in der statischen Kultur. In Anwesenheit von Fe-HA ist die 
Steigerung von 14 auf 21 Tage nach osteogener Induktion absolut betrachtet geringer als mit 
Fe-B. Dennoch ist durch Verwendung der Perfusionskultur eine Steigerung der 
Calciumphosphatablagerung zu beobachten. Während in der statischen Kultur sich die 
Calciumphosphatabscheidung lediglich um einen Faktor von 1,5 erhöht, ist in der dynamischen 




Abb. 4-72 Ca-Ablagerung auf Glasträgern (d = 1 cm) 14 d, 21 d und 28 d nach osteogener Induktion von hMSC des 
Spenders 282 in Anwesenheit von bioaktivierten Eisenschäumen (Fe-B: Brushit beschichteter Eisenschaum; Fe-HA: 
HA beschichteter Eisenschaum) in dynamischer Kultur (Referenz = statische Kultur). (a) absolute und (c) relative
Ca-Ablagerung über die Zeit auf Glasträgern besiedelt mit hMSC 282 – Vergleich zwischen statisch (st.) und 
dynamisch (dyn.) sowie zwischen Basis- (Os-) und Differenzierungsmedium (Os+) in Anwesenheit von Fe-HA; (b) 
absolute und (d) relative Ca-Ablagerung über die Zeit auf Glasträgern besiedelt mit hMSC des Spenders 282 –
Vergleich zwischen statisch (st.) und dynamisch (dyn.) sowie zwischen Basis- (Os-) und Differenzierungsmedium 
(Os+) in Anwesenheit von Fe-B. 
 
Ergebnisse  167 
Im weiteren Verlauf der Inkubation ist von 21 auf 28 Tage eine weitere Steigerung der 
Calciumphosphatablagerung sowohl statisch als auch dynamisch für Fe-HA zu beobachten – 
dynamsich (Verdreifachung) stärker als statisch (Faktor 2,7). Im Fall von Fe-B dagegen kann in 
der letzten Inkubationswoche keine weitere Steigerung (dynamisch) bzw. nur eine geringe 
Erhöhung um 1,5 (statisch) absolut pro Glasträger verzeichnet werden. Darüber hinaus werden 
entgegen der bisherigen Beobachtungen aus den vorangegangen Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 
nicht nur für Fe-HA sondern mit 3 µg/Glasträger auch für Fe-B an Tag 28 erhöhte Calciumwerte 
im Basismedium gemessen. 
Relativ betrachtet sind die Unterschiede in der Calciumphosphatabscheidung insbesondere in 
Abhängigkeit der Inkubationsmethode (statisch vs. dynamisch) zum Teil wesentlich geringer 
ausgeprägt bzw. sogar umgekehrt im Vergleich zu den absoluten Werten. Während für Fe-HA 
nach 14 Tagen und für Fe-B nach 14 und 21 Tagen im Differenzierungsmedium durch die 
Perfusionskultur noch geringfügig mehr Calcium in Form von Calciumphosphat pro Zellzahl 
abgelagert wird, kehrt sich dies in der weiteren Inkubationszeit um, sodass für Fe-HA bereits 
nach 21 und nach 28 Tagen die Zellen in der statischen Kultur relativ mehr Calciumphosphat 
abscheiden als in der dynamischen Kultur. Für Fe-B ist dies nach 28 Tagen noch deutlicher 
ausgeprägt, hier liegt die Calciumphosphatablagerung mit mehr als 20 µg/100 000 Zellen in 
statischer Kultur im Differenzierungsmedium 8-fach höher als bei dynamischer Kultivierung 
(2,5 µg/100 000 Zellen). 
Die in den vorangegangen Kapiteln beobachtete osteogen stimulierende Wirkung der mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume ohne die Zugabe von Ascorbinsäure,                   
ß-Glycerophosphat und Dexamethason ins Medium wird im Fall der statischen Inkubation hier 
erneut deutlich. Sowohl im Differenzierungs- als auch im Basismedium liegt die relative 
Calciumphosphatabscheidung mit 2-3 µg Calcium/100 000 Zellen an Tag 14 und 21 für beide 
Medien gleich hoch. Für Tag 28 unterscheiden sich die Werte mit 3 µg/100 000 Zellen 
(Basismedium) und 4 µg/100 000 Zellen (Differenzierungsmedium) geringfügig. Dagegen ist bei 
der dynamischen Inkubation dieser Effekt nicht zu beobachten. Zu allen 3 untersuchten 
Zeitpunkten liegen die Werte mit osteogenen Zusätzen deutlich höher als ohne. Im 
Basismedium ist in der Perfusionskultur nahezu keine Calciumphosphatablagerung 
detektierbar. 
Eine weitere Möglichkeit das Differenzierungsverhalten der Zellen im Hinblick auf die 
Mineralisierung zu untersuchen, zeigt Abbildung Abb. 4-73. Neben der Ca-Ablagerung                 
(Abb. 4-73 d) wird der Calciumionengehalt im Überstand über die Zeit von 14 d (Abb. 4-73 a), 
21 d (Abb. 4-73 b) und 28 d (Abb. 4-73 c) betrachtet. Bereits in Kapitel 4.1.5 wurde festgestellt, 
dass bei der Inkubation von mit Brushit beschichteten Eisenschäumen in DMEM der 
Calciumionengehalt mit 120 µg/mL 1,5-fach höher liegt als in der Kontrolle ohne Fe-B. Wie in 
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den Teilabbildungen a, b und c der Abb. 4-73 zu erkennen, bewirkt die Anwesenheit von Zellen 
bei statischer Inkubation im Basismedium (Fe-B Os- st) keine Veränderung – über den 
gesamten Beobachtungszeitraum liegen für die Zellen aller drei Spender auf Fe-B die 
Calciumwerte im Überstand bei ca. 120 µg/mL, wohingegen der Calciumionengehalt bei den auf 































































































Ca-Ablagerung in Perfusionskammern 






















Abb. 4-73 Ca-Bestimmung im Überstand nach statischer (st) und dynamischer (dyn) Inkubation von hMSC 
(Spender 282, 315 und 342) auf Brushit beschichteten Eisenschäumen (Fe-B; Glas = Kontrolle) (a) 14 d, (b) 21 d
und (c) 28 d nach osteogener Induktion (Os-: DMEM (10 % FBS; 1 % P/S und 2 mM L-Glutamin); Os+: DMEM 
(10 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin). (d) Ca-Ablagerung in den Perfusionskammern 28 d nach osteogener 
Induktion. 
Durch die Zugabe von Ascorbinsäue, ß-Glycerophosphat und Dexamethason ist im Fall der auf 
den Glasträgern inkubierten Zellen (Glas Os+ st) zu den Zeitpunkten 14 d und 28 d keine 
Veränderung des Calciumionengehaltes im Überstand im Vergleich zum Basismedium (Glas 
Os- st) zu beobachten. Lediglich an Tag 21 liegen die Werte mit 60-70 µg/mL für die hMSC aller 
drei Spender leicht erniedrigt. Im Gegensatz dazu ist bei der Inkubation der Zellen auf Fe-B im 
Differenzierungsmedium ein deutlicher Einfluss der Zellaktivität erkennbar. Während im 
Basismedium der Calciumionengehalt konstant bei 120 µg/mL liegt, erniedrigen sich die Werte 
bei den osteogen induzierten Zellen an Tag 14 auf ca. 100 µg/mL und an Tag 21 und 28 sogar 
auf ca. 80 µg/mL und liegen im Bereich der Kontrolle ohne Fe-B. Noch deutlicher wird der 
Einfluss der Zellen auf den Calciumionengehalt im Überstand unter Verwendung der 
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Perfusionskultur. Während ohne osteogene Zusätze die Werte je nach Spender und Zeitpunkt 
zwischen 80 µg/mL und 100 µg/mL liegen, halbiert sich der Calciumionengehalt im 
Differenzierungsmedium bei dynamischer Inkubation der Zellen auf Fe-B auf 40 µg/mL bis 
50 µg/mL. Diese deutliche Erniedrigung des Calciumionengehaltes im Überstand bei 
dynamischer Kultivierung (Fe-B Os+ dyn) spiegelt sich in der in Teilabbildung Abb. 4-73 d 
dargestellten Calciumablagerung in den Perfusionskammern wider. Während die Zellen der 
Spender 282 und 342 im Basismedium nahezu kein Calcium in Form von Calciumphosphat 
abscheiden, werden nach 28 Tagen mit je ca. 2 400 µg/Perfusionskammer 
Calciumphosphatablagerungen im mg-Bereich gemessen. 
Wie bereits in Kapitel 4.2.3.1 gezeigt, kann das Differenzierungsverhalten der Zellen nicht nur 
enzymatisch auf Proteinebene nachgewiesen werden, sondern auch mittels Realtime-PCR die 
Regulierung osteogener Markergene quantifiziert werden. Während Abb. 4-4-74 a die 
Expression der ALP für die Zellen der Spender 282 und 342 auf mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen in statischer und dynamischer Kultur 21 d nach osteogener Induktion 
gegenüberstellt, zeigt Abb. 4-4-74 b die Ergebnisse zur Genepression des Matrixproteins 
Kollagen I (COL).  
Korrelierend zu den Ergebnissen aus Abb. 4-71, bei denen durch Verwendung der 
Perfusionskultur die ALP-Aktivität 21 d nach osteogener Induktion für die hMSC des Spenders 
282 verdreifacht werden konnte, ist auch auf mRNA-Ebene eine stimulierende Wirkung durch 
dynamische Kultivierung zu beobachten. Mit einem Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG 
von 30 für die Zellen von Spender 282 und 15 für die Zellen von Spender 342 liegt die 
Genexpression der dynamisch inkubierten Zellen  6- bzw. 5-fach höher als in der statischen 
Kultur (Quotient aus 2 ∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG von ca. 5 für die hMSC von Spender 282 und 
ca. 3 für die hMSC von Spender 342). Es ist sowohl statisch als auch dynamisch ein deutlicher 
Unterschied zwischen induzierten (Os+) und nicht induzierten Zellen (Os-) erkennbar, dennoch 
ist die Genexpression für die ALP im Basismedium bei der Perfusionskultur im Vergleich zur 
statischen Kultur erhöht, wenngleich der Effekt der Medienzusätze Ascorbinsäure, ß-
Glycerophosphat und Dexamthason sowie die Verwendung der dynamischen Kultivierung mit 
Faktor 4 (hMSC 282 st. Os+) bis 5 (hMSC 342 st. Os+) bzw. mit Faktor 30 (hMSC 282 dyn. 
Os+) und Faktor 15 (hMSC 342 dyn. Os+) weitaus größer ist. 
Bereits bei den Untersuchungen zum Einfluss der Fe-B- und Fe-HA-Extrakte in 4.2.3.1 ist zu 
beobachten, dass die Genexpression von Kollagen I im Gegensatz zur ALP durch osteogene 
Zusätze erniedrigt wird. Dieser Effekt ist auch bei der statischen Inkubation der hMSC der 
Spender 282 und 342 auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen in Abb. 4-4-74 b zu 
erkennen. Für die Zellen beider Spender liegt der Quotient aus 2 ∆ Cq COL und 2 ∆ Cq HKG im 
Differenzierungsmedium bei statischer Kultivierung zwischen 0,7 und 0,8. Durch die 
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dynamische Kultur erniedrigt sich der Quotient aus 2 ∆ Cq COL und 2 ∆ Cq HKG im 
Basismedium noch weiter und erreicht für die hMSC von Spender 282 ca. 0,6 und für die Zellen 
von Spender 342 sogar nur 0,2. Bei Verwendung des Differenzierungsmediums dagegen kehrt 
sich der Effekt um, sodass verglichen mit den Werten für das Basismedium bei gleicher 
Kultivierung (dynamisch) die Genexpression von Kollagen I erhöht wird und der Quotient von 2 
∆ Cq ALP und 2 ∆ Cq HKG mit ca. 1,0 im gleichen Bereich wie die Referenz in statischer Kultur 
(st. Os.-) liegt. 
a b 
Abb. 4-4-74 Bestimmung der Genexpression von (a) ALP und (b) Kollagen I mittels real-time qPCR nach statischer 
(st.) und dynamischer (dyn.) Inkubation von hMSC der Spender 282 und 342 auf mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen (Fe-B) 21 d nach osteogener Induktion (Os-: Basismedium; Os+: Differenzierungsmedium). 
Housekeepinggenes (HKG): GAPDH, RPL13A und ACTB. Referenziert auf st. Os-. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch eine dynamische und damit in vivo ähnlichere 
Inkubation das Differenzierungsverhalten humaner mesechnymaler Stammzellen in Richtung 
Osteoblasten auf den CPP-beschichteten Eisenschäumen gesteigert werden kann. Korrosions- 
und zellzahlbedingt sind dabei sowohl bei der statischen als auch bei der dynamischen 
Inkubation die Absolutwerte der ALP bei Fe-HA geringer als bei Fe-B. Relativ betrachtet zeigen 
die Zellen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen jedoch eine höhere ALP-
Aktivität pro Zellzahl als auf Fe-B. Während in statischer Zellkultur weder für Fe-B noch für Fe-
HA ein typisches ALP-Maximum zu beobachten ist, sondern die ALP-Aktivität über mehrere 
Tage auf einem relativ konstanten Level erhöht bleibt, bewirkt die Perfusionskultur nicht nur 
eine Erhöhung der absoluten als auch relativen ALP-Aktivität auf Fe-HA und Fe-B, sondern 
auch die Verschiebung des ALP-Plateaus zu einer maximalen ALP-Aktivität an Tag 21. Ohne 
osteogene Zusätze kann auch bei der Perfusionskultur im Basismedium weder auf den mit 
Brushit noch auf den mit HA beschichteten Schäumen eine Erhöhung der Enzymaktivität der 
ALP festgestellt werden. 
Die Mineralisation kann wie bereits erläutert aufgrund der vorhandenen 
Calciumphosphatbeschichtung auf den Eisenschäumen nur semi-direkt mittels Glasträger oder 
über den Calciumionengehalt im Überstand untersucht werden. Sowohl für Fe-B als auch für 
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Fe-HA wird die Ablagerung von Calcium in Form von Calciumphosphat auf den Glasträgern 
durch eine dynamische Kultivierung im Differenzierungsmedium erhöht. Relativ betrachtet sind 
die Unterschiede in der Calciumphosphatabscheidung in Abhängigkeit der Inkubationsmethode 
(statisch vs. dynamisch) zum Teil wesentlich geringer ausgeprägt bzw. sogar umgekehrt im 
Vergleich zu den Absolutwerten. Die in den vorangegangen Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 
beobachtete osteogen stimulierende Wirkung der mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume auf die Zellen ohne die Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und 
Dexamethason ist im Fall der dynamischen Inkubation nicht zu beobachten. Korrelierend zur 
Calciumphosphatablagerung ist in Anwesenheit von Fe-B im Differenzierungsmedium sowohl 
statisch als auch dynamisch eine Abnahme des Calciumionengehaltes im Überstand messbar. 
Während bei der Inkubation ohne Fe-B keine Veränderung zwischen Basis- und 
Differenzierungsmedium zu beobachten ist, wird bei Zugabe osteogener Zusätze bei Fe-B 
statisch der Calciumionengehalt um 1/3 und dynamisch um die Hälfte durch Zellaktivität 
(Ablagerung von Calciumphosphat) erniedrigt. 
Nicht nur auf Proteinebene wird die osteogene Differenzierung der Zellen auf den CPP-
beschichteten Eisenschäume durch die Verwendung der Perfusionskultur beeinflusst. Die 
hMSC beider untersuchter Spender zeigen im Differenzierungsmedium bereits bei statischer 
Kultivierung eine deutlich erhöhte ALP Genexpression, die bei dynamischer Inkubation noch 
weiter erhöht wird. Im Fall des Kollagen I bewirkt die Zugabe osteogener Zusätze in der 
statischen Kultur eine Abnahme der Genexpression und in der Perfusionskultur eine Zunahme 
der Genexpression des Matrixproteins im Vergleich zum Basismedium.  
4.2.4 Oxidativer Stress und Eisenmetabolismus 
Bei der Korrosion von Eisen in physiologischen Systemen (Kapitel 2.5) entstehen neben 
Eisenionen (Ergebnisse 4.1.1) Radikale und andere reaktive Sauerstoffspezies wie 
Wasserstoffperoxid (Ergebnisse 4.1.3), die Einfluss auf das Zellverhalten wie Adhäsion 
(4.2.2.1), Proliferation (4.2.1 und 4.2.2) oder auch Differenzierung (4.2.3) nehmen. 
Darüberhinaus wird die Sauerstoffsättigung (Ergebnisse 4.1.2) durch den stattfindenden 
Korrosionsprozess und damit das Zellverhalten ebenfalls beeinflusst.  
Im Folgenden Kapitel soll der dabei auf die Zellen wirkende oxidative Stress genauer betrachtet 
werden. Da aufgrund der Korrosion die Adhäsion und Proliferation von Osteoblasten und 
meschenchymalen Stammzellen auf den unmodifizierten Eisenschäumen stark gehemmt wird 
(4.2.2), erfolgen die Untersuchungen zum oxidativen Stress und zum Eisenmetabolismus durch 
die bereits in Tab. 2-3 aufgeführten indirekten Inkubationsmethoden mittels Zellkultureinsätze 
oder durch aufgelegte Proben. Insbesondere für die RNA-Isolierung bei den Genexpressions-
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untersuchungen ist eine hohe Zellzahl notwendig, um genügend RNA zu isolieren, sodass nur 
die indirekte Inkubation mit aufgelegten Proben für diese Methode geeignet ist.  
Der Einfluss der Sauerstoffsättigung kann mittels Quantifizierung des Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF), der u.a. als Indikator für Sauerstoffmangel dient, untersucht werden. 
Der durch reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufene oxidative Stress ist im Anschluss an die 
Ergebnisse zum Nachweis intrazellulärer ROS dargestellt. Die Enzyme der oxidativen 
Stressabwehr werden sowohl auf Proteinebene (Katalase) als auch auf mRNA-Ebene 
(Katalase, Superoxiddismutase und Gluthationperoxidase) untersucht. Abschließend zeigen die 
Untersuchungen zum Eisenmetabolismus den Einfluss der Korrosion und hierbei insbesondere 
der Freisetzung von Eisen auf die Genexpression wichtiger Proteine des Eisenstoffwechsels 
wie das Speicherprotein Ferritin und das Transportprotein Transferrin sowie die Rezeptoren 
Transferrinrezeptor 2 und Transferrinrezeptor CD71. 
4.2.4.1 VEGF 
Die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses von korrosionsbedingtem Sauerstoffmangel 
auf die VEGF-Produktion von SaOs-2 Zellen sind in  Abb. 4-78 dargestellt. Mit Zellen besiedelte 
Zellkultureinsätze werden mit/ohne Fe-Schaum für 24 h und 7 d (mit/ohne täglichem 
Mediumwechsel) inkubiert und die Sauerstofstättigung im Überstand (Abb. 4-78 a) sowie die 
VEGF-Freisetzung mittels ELISA pro 100 000 Zellen (Abb. 4-75 b) bestimmt.  
a b 
Abb. 4-75 Inkubation von SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum. 
(a) Bestimmung der Sauerstoffsättigung im Überstand – Vergleich Mediumwechsel täglich (7 d tgl. MW) und 
wöchentlich (1 w ohne MW) ; (b) Bestimmung der VEGF-Konzentration im Überstand nach 24 h und 7 d (mit/ohne 
Mediumwechsel (MW)). 
Bereits nach 24 h liegt die Sauerstoffsättigung für die Inkubation der Eisenschäume in 
Zellkulturmedium (McCoy’s) unter 50 % im Vergleich zur Kontrolle ohne Fe. Während durch 
täglichen Mediumwechsel innerhalb einer Woche Lagerung der Schäume in McCoy’s bei 37 °C 
die Sauerstoffsättigung auf ca. 70 % erhöht werden kann, sinkt diese für Proben ohne 
Mediumwechsel auf 40 % weiter ab. 
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Korrelierend zu der niedrigen Sauerstoffsättigung im Überstand ist die VEGF-Konzentration pro 
100 000 Zellen nach 24 h mit Faktor 3 im Vergleich zur Kontrolle ohne Fe-Schaum deutlich 
erhöht. Für die weitere VEGF-Produktion als Marker für Sauerstoffmangel hat die 
Vorgehensweise mit/ohne Mediumwechsel einen wesentlichen Einfluss auf das Zellverhalten. 
Bereits ohne Fe-Schäume erhöht sich die VEGF-Ausschüttung der Zellen, wenn das Medium 
über eine Woche nicht gewechselt wird, um Faktor den 2,5. Der sauerstoffzehrende 
Korrosionsprozess kann durch Zuführung von neuem Sauerstoff durch neues unverbrauchtes 
Medium kompensiert werden. So ist die relative VEGF-Konzentration bei Zellen mit 
Eisenschaum und täglichem Mediumwechsel mit einem Wert von 1,5 pro 100 000 Zellen im 
Vergleich zur Kontrolle ohne Schaum nur leicht erhöht. Unter Sauerstoffmangelbedingungen 
durch fehlenden Medienaustausch und fortschreitende Korrosion, die ebenfalls Sauerstoff 
verbraucht, erhöht sich die VEGF-Produktion pro 100 000 Zellen um Faktor den 10 im Vergleich 
zur Kontrolle. 
Ergänzend zu den Ergebnissen aus 4.2.1.2 kann zusammengefasst werden, dass sich der 
Mediumwechsel nicht nur auf die Eisenfreisetzung, sondern auch auf die Sauerstoffsättigung 
und damit das Zellverhalten wie Proliferation (4.2.1.2) und VEGF-Freisetzung auswirkt. Wird 
das Inkubationsmedium täglich gewechselt und damit neuer Sauerstoff zugefügt, kann die 
absolute Eisenfreisetzung (4.2.1.2) für die Schäume, die mit Zellen inkubiert werden, erhöht und 
die VEGF-Produktion deutlich erniedrigt werden. Auf geringe Sauerstoffsättigung reagieren die 
Zellen mit erhöhter Freisetzung von VEGF als Marker für Sauerstoffmangel. 
4.2.4.2 Intrazelluläre reaktive Sauerstoffspezies 
Die Ergebnisse zum Nachweis von intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies mittels                   
2´-7´Dichlorodihydrofluoresceinediacetat (DCDHF-DA) während der Inkubation von SaOs-2 
Zellen auf Zellkultureinsätzen ist in Abb. 4-76 dargestellt. Mit Zellen besiedelte 
Zellkultureinsätze werden mit/ohne Fe-Schaum nach 3.6.7 bei 37 °C inkubiert. Entsprechend 
3.8.5 wird nach 1 h, 24 h, 2 d und 6 d das nicht fluoreszierende DCDHF-DA zugegeben. Durch 
intrazelluläre Esterasen erfolgt durch Hydrolyse der Acetatgruppe die Umwandlung zu 
Dichlorodihydrofluorescein (DCDHF), welches durch ROS zum Fluorochrom Dichlorofluorescein 
(DCF) oxidiert und fluorimetrisch detektiert werden kann. 
Die Teilabbildung Abb. 4-76 a zeigt zunächst die DCF-Fluoreszens in Abhängigkeit der 
Inkubationszeit nach 1 h, 24 h, 2 d und 6 d. Während nach 1 h Inkubation der Zellen auf ZE mit 
Fe noch kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ohne Eisenschaum messbar ist, liegt die 
durch intrazelluläre ROS hervorgerufene Fluoreszens nach 24 h 2,5-fach höher als in der 
Kontrollgruppe. Im Laufe der Inkubation erhöht sich die Fluoreszenz geringfügig und liegt nach 
6 d über dem Dreifachen im Vergleich zur Inkubation ohne korrodierenden Eisenschaum.  
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Wie Abb. 4-76 b zeigt, nimmt der durch die ROS ausgelöste intrazelluläre oxidative Stress 
Einfluss auf die Zellzahl. Während sich die Ausgangszellzahl von 50 000 Zellen ohne 
Eisenschaum auf 250 000 Zellen verfünffacht, liegt die Zellzahl mit Eisenschaum mit 50 000 
Zellen pro Zellkultureinsatz unverändert im Bereich der Besiedlungszellzahl.  
Bezogen auf die Zellzahl ergibt sich Abb. 4-76 d durch die 6-tägige Inkubation mit 
korrodierenden Eisenschäumen eine 16-fach höhere ROS-bedingte DCF-Fluoreszens pro Zelle 
als in der Kontrolle. 
Wie Abb. 4-76 c zeigt, können korrelierend zu den intrazellulär detektierten ROS auch im 
Zellkulturüberstand reaktive Sauerstoffspezies in Form von H2O2 nachgewiesen werden. Nach 
6 Tagen liegt die Konzentration an Wasserstoffperoxid mit 0,7 µM bei der Anwesenheit von 
unmodifizierten Eisenschäumen 3,5-fach höher als in der Kontrollgruppe ohne Fe (0,2 µM). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl extrazellulär als auch intrazellulär 
reaktive Sauerstoffspezies bei der Inkubation von SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen in 
Anwesenheit von korrodierenden Eisenschäumen nachweisbar sind, die die Proliferation der 
Zellen negativ beeinflussen. 
a b 
c d 
Abb. 4-76 Inkubation von SaOs-2 Zellen auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum. 
(a) Bestimmung der intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies mittels DCDHF-DA nach 1 h, 24 h, 2 d und 6 d; 
(b) Bestimmung der Zellzahl mittels LDH nach 6 d; (c) Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand 
nach 6 d; (d) Bestimmung der intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies mittels DCDHF-DA nach 6 d – DCF-
Fluoreszenz pro Zelle. 
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4.2.4.3 Katalase – ein Enzym der oxidativen Stressabwehr 
Bereits in Kapitel 4.2.1.2 ist zu beobachten, dass nicht nur die Korrosion das Zellverhalten 
beeinflusst, sondern umgekehrt auch Zellen die Korrosion – sowohl die Eisenfreisetzung (Abb. 
4-40) als auch die H2O2-Konzentration (Abb. 4-39) – beeinflussen können.  
In Teilabbildung Abb. 4-77 a ist die relative Wasserstoffperoxidkonzentration im Überstand 
nach 7 Tagen Inkubation mit/ohne Zellen (hMSC-Spender 342) in Anwesenheit von 
Eisenschäumen dargestellt (Referenz = ohne Fe und ohne Zellen = 1). Wie auch in Abb. 4-39 
ist hier zwischen dem Inneren des Zellkultureinsatzes und dem äußeren Wellbereich zu 
unterscheiden. In letzterem zeigen die Zellen keinen Einfluss auf die Konzentration an reaktiven 
Sauerstoffspezies wie H2O2. Im Inneren des Zellkultureinsatzes, auf dessen Membran die 
Zellen adhärieren und Stoffwechsel treiben, liegt die Wasserstoffperoxidkonzentration lediglich 
4-fach höher als in der Kontrolle. Im Gegensatz dazu ist der Wert ohne Zellen 10-fach höher als 
die Referenz. Auch auf PS ist dieser Zelleffekt zu beobachten. Hier liegt die H2O2-Konzentration 
ohne Zellen mit einem relativen Wert von 7 Einheiten 3,5-fach höher als mit Zellen, wo lediglich 
eine Verdopplung im Vergleich zur Kontrolle festzustellen ist. 
a b  
Abb. 4-77 Inkubation von hMSC des Spenders 342 auf Zellkultureinsätzen mit/ohne Fe-Schaum für 7 d 
(a) Bestimmung der H2O2-Konzentration im Überstand 
(b) Bestimmung der Katalaseaktivität mittels Amplex Red  
Die Ursache für die Herabsenkung der H2O2-Konzentration durch die Zellen ist in Teilabbildung 
Abb. 4-77 b dargestellt. Wie in 2.6 beschrieben, können Zellen durch Katalase, ein Enzym der 
primären oxidativen Stressabwehr, Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff abbauen. Zur 
Bestimmung der Katalaseaktivität der nach 3.6.7 mit/ohne Fe-Schäumen inkubierten Zellen 
werden die Zellen nach 3.8.1 lysiert und die Enzymaktivität nach 3.8.4 ermittelt. In Anwesenheit 
von Eisenschäumen ist sowohl für die Zellen auf den Zellkultureinsätzen als auch auf PS eine 
erhöhte Katalaseaktivität festzustellen. Während ohne Eisenschäume die Enzymaktivität 6 U 
pro 100 000 Zellen auf PS bzw. 8 U pro 100 000 Zellen auf ZE beträgt, ist die Katalaseaktivität 
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mit ca. 11 U pro 100 000 Zellen (PS) bzw. 15 U pro 100 000 Zellen (ZE) mit Fe-Schäumen fast 
doppelt so hoch wie ohne Eisenschäume. 
Wie bereits in der vorangegangenen Abbildung Abb. 4-77 erkennbar, stellt neben den 
Zellkultureinsätzen auch die indirekte Inkubation der Zellen mit aufgelegten Schäumen eine 
geeignete Methode dar, das Zellverhalten auf Korrosion und den damit verbundenen oxidativen 
Stress zu untersuchen. In Abb. 4-78 wird die Katalaseaktivität der hMSC von Spender 282 
(Abb. 4-78 a) und 342 (Abb. 4-78 b) während der Inkubation mit unmodifizierten und mit 
Brushit beschichteten Eisenschäumen im Vergleich zu Kontrollgruppen auf PS ohne Schäume 
über die Zeit von 7 d, 14 d, 21 d und 28 d dargestellt. 
Bei der Anwesenheit der nicht korrodierenden Fe-B zeigen die Zellen beider Spender sowohl im 
Basis- als auch im Differenzierungsmedium mit ca. 0,4 bis 0,7 U pro 100 000 Zellen keine 
erhöhte Katalaseaktivität im Vergleich zur Kontrolle. Es ist festzustellen, dass bei der Inkubation 
im Basismedium mit/ohne Fe-B die Enzymaktivität der Zellen um ca. 2 U höher liegt als bei 
Medium mit den Additiven Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason.  
 a b 
Abb. 4-78 Zytotoxizitätstest mit aufgelegten Eisenschäumen (Fe ... unmodifiziert und Fe-B mit Brushit beschichtet) 
von hMSC der Spender 282 und 342 nach 7d, 14d, 21d und 28d Inkubation nach osteogener Induzierung (Os- ... 
Basismedium DMEM (10 % FBS; 1 % P/S; 2 mM L-Glutamin); Os+ ... Differenzierungsmedium (Basismedium +
10 mM ß-Glycerophosphat; 200 µM Ascorbinsäure; 10 nM Dexamethason)  bei 37 °C und 7 % CO2) in 12-Well 
Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) Katalase – hMSC von Spender 282; (b) 
Katalase – hMSC von Spender 342 
Durch Inkubation der Zellen mit unmodifizierten Eisenschäumen steigt der oxidative Stress und 
damit auch die Katalaseaktivität der Zellen auf 1 bis 3,5 U pro 100 000 Zellen. Im 
Differenzierungsmedium liegt die Enzymaktivität der hMSC beider Spender mit ca. 2 U pro 
100 000 Zellen im Durchschnitt höher als im Basismedium, in welchem bis auf Tag 21 bei den 
Zellen von Spender 342 (2,5 U pro 100 000 Zellen) für die Zellen beider Spender die Aktivität 
unter 1,5 U pro 100 000 Zellen liegt. Hier ist ein umgekehrter Effekt der Erhöhung der 
Katalaseaktivität für Basis- und Differenzierungsmedium zu beobachten im Vergleich zu nicht 
korrosiven Bedingungen bei Inkubation der Zellen in Zellkulturmedium mit/ohne Fe-B. 
Spenderspezifisch ist festzustellen, dass der Unterschied in der Enzymaktivität zwischen der 
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Inkubation mit und ohne osteogene Zusätze bei den hMSC von Spender 282 (bis auf Tag 21) 
deutlicher auftritt als bei Spender 342, bei dem für die Katalaseaktivität an Tag 7 und Tag 21 für 
beide Medien keine und an Tag 14 und Tag 28 im Vergleich zu den Zellen von Spender 282 
eine geringere Differenz zwischen Basis- und Differenzierungsmedium messbar ist. 
Wie bereits in 4.2.2.1 festgestellt, ist die Geschwindigkeit, mit der die Stammzellen auf den 
unterschiedlichen (bioaktivierten) Eisenschäumen adhärieren spender- und materialabhängig. 
So erreichen die Zellen von Spender 315 (Abb. 4-79 b) bereits nach 30 min die maximale Zahl 
an adhärenten Zellen auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen, während die hMSC von 
Spender 282 (Abb. 4-79 a) langsamer adhäriert und erst nach 4 h die Adhäsionseffizienzen der 
Zellen von Spender 315 auf Fe-B erreichen. Auf den mit MgCPC gefüllten Schäumen ist dies 
noch deutlicher ausgeprägt. Hier adhärieren in den ersten 30 min ca. 5 000 Zellen von Spender 
282 wohingegen bei Spender 315 im selben Zeitraum mit ca. 9 000 Zellen fast doppelt so viele 
Zellen auf der Probe adhärieren. Die unterschiedlich schnelle Adhärenz wirkt sich auch auf die 
Katalaseaktivität (Abb. 4-79 c und (Abb. 4-79 d) der Zellen der verschiedenen Spender aus. 
Wohingegen bei den schnell adhärierenden Zellen von Spender 315 bereits nach 30 min die 
Katalaseaktivität 15 U pro 100 000 Zellen auf den unmodifizierten Eisenschäumen beträgt, ist 
bei den hMSC von Spender 282 diese Aktivität erst nach 24 h erreicht. 
Für die unmodifizierten Eisenschäume ist zwar anhand der absoluten Zellzahlen der Effekt der 
spenderabhängigen Adhäsionsgeschwindigkeit aufgrund der Korrosion nicht erkennbar. Jedoch 
ist davon auszugehen, dass die Zellen auch auf Fe diese Spendervarianz wie auf den CPP-
modifizierten Proben zeigen. Durch die Korrosion der Eisenschäume nimmt die absolute Zahl 
an adhärierten Zellen nicht messbar zu, da adhärierte Zellen vermutlich bereits wieder 
absterben während andere noch neu adhärieren, sodass es zu keiner messbaren 
Zellzahlzunahme über die Zeit kommt. Bei Betrachtung der Katalaseaktivität dagegen ist das 
Phänomen des spenderabhängigen Adhäsionsverhaltens indirekt zu beobachten. Während bei 
Spender 315, dessen Zellen schnell adhärieren, nach 30 min mit ca. 15 U pro 100 000 Zellen 
eine sehr hohe Katalaseaktivität messbar ist, liegt für die langsamer adhärierenden Zellen von 
Spender 282 die Katalaseaktivität mit ca. 1 U pro 100 000 Zellen sogar noch unter der für Fe-B 
und Fe-B+MgCPC. Mit zunehmender Inkubationszeit adhärieren immer mehr Zellen, die 
aufgrund des oxidativen Stress Katalase bilden, sodass sich die Enzymaktivität über ca. 5 U pro 
100 000 Zellen (nach 1 h) und 10 U pro 100 000 Zellen (nach 4 h) bis auf ca. 17 U pro 
100 000 Zellen (nach 24 h) erhöht, während die Katalaseaktivität bei den hMSC von Spender 
315 nur geringfügig weiter ansteigt. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl bei indirektem als auch bei direktem Zell-
Eisenschaum-Kontakt mesenchymale Stammzellen auf den durch die Korrosion bedingten 
oxidativen Stress mit erhöhter Katalaseaktivität reagieren und Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff 
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und Wasser aktiv abbauen. Auf den nicht korrodierenden Fe-B und Fe-B+MgCPC Proben ist im 




Abb. 4-79 Adhäsion von hMSC (Spender 282 und 315) auf verschieden bioaktivierten Eisenschäumen
(Fe ... Eisenschaum unmodifiziert; Fe-B … Eisenschaum beschichtet mit Brushit; Fe+MgCPC ... Eisenschaum gefüllt 
mit MgCPC) nach 30 min, 1 h, 4 h und 24 h Inkubation (37 °C; 7 % CO2) in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro 
Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm). (a) hMSC 282 – Zellzahl (ermittelt über LDH-Aktivität); (b) hMSC 315 –
Zellzahl (ermittelt über LDH-Aktivität); (c) hMSC 282 – Katalaseaktivität pro 100 000 Zellen; (d) hMSC 315 –
Katalaseaktivität pro 100 000 Zellen. 
4.2.4.1 PCR - Genexpressionsanalyse 
Während das vorangegangene Kapitel 4.2.4.3 die Ergebnisse der Untersuchungen zum 
Nachweis der oxidativen Stressabwehr auf Proteinebene durch die Enzymaktivität der Katalase 
zeigt, werden im Folgenden neben der Katalase weitere Enzyme der oxidativen Stressabwehr 
wie die Superoxiddismutase und die Glutathionperoxidase anhand der Genexpression mittels 
quantitativer Realtime PCR betrachtet. Darüber hinaus soll der Einfluss der Korrosion vor allem 
im Zusammenhang mit der Eisenfreisetzung auf die Genexpression wichtiger Proteine des 
Eisenstoffwechsels wie Ferritin und Transferrin sowie der Rezeptoren Transferrinrezeptor 2 und 
Transferrinrezeptor CD71 untersucht werden. 
Abbildung Abb. 4-80 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der leichten 
Polysaccharidkette des Ferritins nach Inkubation der hMSC von Spender 282, 315 und 342 mit 
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Mediumextrakten angereichert mit 100 µg Eisen/mL, 50 µg Eisen/mL und 10 µg Eisen/mL. Der 
Einfluss der Eisenkonzentration im Medium auf die Proliferation der Zellen ist bereits in Kapitel 
4.2.1.1 in Abb. 4-35 dargestellt. Wie bei den Aufnahmen aus Abb. 4-36 und Abb. 4-37 zu 
erkennen ist, nehmen die Zellen in Abhängigkeit der Eisenkonzentration Eisen aus der 
Umgebung ins Zytoplasma auf. Wie in Abb. 4-80 zu beobachten ist, reagieren die Zellen in 
Abhängigkeit der Eisenkonzentration parallel zur Eisenaufnahme mit erhöhter Genexpression 
des Speicherproteins Ferritin. Während nach 24 h noch kein Unterschied zur Kontrolle ohne 
Eisen zu erkennen ist, ist die Genexpression für FTL zu den späteren Zeitpunkten 7 d und 28 d 
deutlich erhöht gegenüber den Kontrollgruppen. In Abhängigkeit der Referenzierung (Kontrolle 
pro Zeitpunkt gleich 1 versus Kontrolle nach 24 h gleich 1) können verschiedene Effekte 
beobachtet werden.  
Bei den Teilabbildungen Abb. 4-80 a (hMSC 282), Abb. 4-80 c (hMSC 315) und Abb. 4-80 e 
(hMSC 342) zeigen insbesondere die Zellen von Spender 282 einen deutlichen Einfluss der 
Eisenkonzentration auf die FTL-Genexpression. Nach 7 d wird für die Zellen mit 100 µg 
Eisen/mL mit einem Quotient aus 2 ∆ Cq FTL und 2 ∆ Cq GAPDH von ca. 11 die höchste 
Genexpression gemessen. In Abhängigkeit der Fe-Eisenkonzentration ist die FTL- 
Genexpression bei den Zellen mit 50 µg Eisen/mL mit einem Quotienten aus 2 ∆ Cq FTL und 2 
∆ Cq GAPDH von 8 und bei den Zellen mit 10 µg Eisen/mL mit einem Quotient aus 2 ∆ Cq FTL 
und 2 ∆ Cq GAPDH von ca. 4 ebenfalls erhöht im Vergleich zur Referenz. Je höher die 
Eisenkonzentration desto höher die Genexpression für das Speicherprotein Ferritin. Nach 28 d 
kehrt sich diese Tendenz um. Während für die hohe Eisenkonzentration von 100 µg Eisen/mL 
die Genexpression von FTL für die hMSC der drei getesten Spender doppelt bis 4-fach höher 
als in den Kontrollguppen ist, werden für die mittlere Konzentration (50 µg Eisen/mL) 6- bis 8-
fach bzw. für die niedrige Konzentration (10 µg Eisen/mL) sogar 14- bis 18-fach höhere Werte 
im Vergleich zur Kontrolle gemessen. 
Bei der Referenzierung auf die Kontrollgruppe nach 24 h in den Teilabbildungen Abb. 4-80 b 
(hMSC 282) Abb. 4-80 d (hMSC 315) und Abb. 4-80 f (hMSC 342) ist die Fe-
Konzentrationsabhängigkeit in der FTL-Genexpression ebenfalls zu erkennen. Anhand der 
logarithmischen Darstellung der y-Achse wird darüberhinaus deutlich, dass die FTL-
Genexpression nach 28 d im Vergleich zum Zeitpunkt 24 h mit mehr als einem Faktor von 100 
stark erhöht ist. Nach 7 d dagegen ist die Genexpression für die höheren Eisenkonzentrationen 
von 100 µg Eisen/mL und 50 µg Eisen/mL ledigleich 5- bis 10-fach erhöht. Die Kontrollgruppen 
und die Zellen mit der niedrigen Eisenkonzentration von 10 µg Eisen/mL zeigen zu diesem 
Zeitpunkt noch keine erhöhte FTL-Genexpression.  
 
 




Abb. 4-80 Einfluss der Eisenkonzentration im Überstand auf die Genexpression der leichten  Polysacharidkette von
Ferritin (FTL) nach 24 h, 7 d und 28 d Inkubation von hMSC (Spender 282, 315 und 342) in 12-Well Zellkulturplatten 
bei 7 % CO2 und 37 °C im Brutschrank. Der Mediumwechsel erfolgt 2-mal wöchentlich. Als Referenz (Ref) werden 
Zellen ohne Zugabe von eisenhaltigem Medium inkubiert. Zur Bestimmung des Quotienten aus 2 ∆ Cq FTL und 2 ∆
Cq HKG wird die GAPDH als house keeping gene verwendet. Für die Darstellung der Genexpression von FTL wird
zum einen die Genexpression der Kontrolle zu jedem individuellen Zeitpunkt gleich 1 gesetzt (a) hMSC 282; (c)
hMSC 315 und (e) hMSC 342 bzw. die Genexpression der Kontrolle zum Zeitpunkt 24 h gleich 1 (b) hMSC 282; (d) 
hMSC 315 und (f) hMSC 342. 
Es kann zusammengefasst werden, dass korrelierend zu den Beobachtungen aus Kapitel 
4.2.1.1 die Eisenkonzentration im Überstand Einfluss auf die Genexpression der leichten 
Polypeptidkette des Fe-Speicherproteins Ferritin nimmt. Die hMSC der drei getesteten Spender 
regieren zu Beginn der Inkubation nach 7 d mit einer erhöhten FTL-Genexpression mit 
folgendere Tendenz: je mehr Eisen im Überstand, desto höher die Genexpression für Ferritin. 
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Nach 28 d ist ebenfalls eine Konzentrationsabhängigkeit zu beobachten – jedoch mit 
umgekehrter Tendenz: je niedriger die Eisenkonzentration, desto höher nun die FTL-
Genexpression. 
Eine weitere Möglichkeit, den Eisenstoffwechsel abhängig von der Korrosion der Eisenschäume 
zu untersuchen, stellt die semi-indirekte Inkubationsmethode mit auf Polystyrol adhärierten 
Zellen und auf den Zellrasen aufgelegten Proben dar (Tab. 2-3). Abbildung Abb. 4-81 zeigt 
zunächst die Genexpression der leichten „FTL“ (Abb. 4-81 a und Abb. 4-81 c) und                   
schweren „FTH“ (Abb. 4-81 b und Abb. 4-81 d) Polysaccharidkette des Ferritins für die hMSC 
der Spender 282 und 315. Die Referenzierung erfolgt auf die jeweilige Kontrollgruppe ohne 
Eisen nach 24 h. Als house keeping gene wird neben der bereits im vorangegangenen Versuch 
(Abb. 4-80) verwendeten GAPDH zusätzlich die Genexpression von RPL13A für die 
Berechnung des 2 ∆ Cq Wertes einbezogen. 
In Anwesenheit von unmodifizierten Eisenschäumen zeigen die Zellen beider hMSC Spender 
eine erhöhte Genepression von FTL und FTH. Während für die schwere Polypeptidkette erst 
nach 7 d Inkubationszeit der Quotient aus 2 ∆ Cq FTH und 2 ∆ Cq HKG 4-fach höher ist als die 
Kontrollgruppe auf PS ohne Eisen, reagieren die Zellen bereits nach 24 h mit einer doppelten  
(hMSC 315) bzw. 4-fach (hMSC 282) erhöhten FTL-Genexpression für die leichte 
Polypeptidkette. Nach 28 d liegt die Genexpression sowohl für FTL als auch für FTH mit einem 
Quotienten aus 2 ∆ Cq FTH bzw. FTL und 2 ∆ Cq HKG von ca. 12 6-fach höher als die 
Kontrollgruppen ohne Eisen zum gleichen Zeitpunkt. Die hier nicht dargestellten Zellen von 
Spender 342 zeigen ein ähnliches Genexpressionsverhalten für das Fe-Speicherprotein Ferritin 
– lediglich die Absolutwerte liegen etwas über denen der Zellen von Spender 282 und 315. 
Die Speicherung von Eisen in Form des Fe-Speicherproteins Ferritin im Zytoplasma steht in 
Zusammenhang mit der Aufnahme von Eisen aus der extrazellulären Matrix über Rezeptoren 
wie den Transferrinrezeptor TFRC. Abb. 4-82 zeigt die Genexpression von TFRC für die hMSC 
von Spender 282 (Abb. 4-82 a), 315 (Abb. 4-82 c) und 342 (Abb. 4-82 e) in Abhängigkeit der 
Inkubationszeit mit und ohne Eisenschäume. Bereits nach 24 h ist ein deutlicher Einfluss von 
Eisen auf die Genexpression von TFRC zu beobachten. Die Zellen aller drei Spender reagieren 
in Anwesenheit von Eisenschäumen mit einer stark erniedrigten TFRC-Genexpression. 
Während der Quotient aus 2 ∆ Cq TFRC und 2 ∆ Cq HKG in den Kontrollgruppen über den 
gesamten Versuchszeitraum nahezu unverändert zw. 0,8 und 1 (außer die Zellen von Spender 
282 Tag 7: 0,4) liegt, ist bei Zellen, die mit aufgelegten Eisenschäumen inkubiert werden, die 
Genexpression für den Transferrinrezptor mit einem Quotienten aus 2 ∆ Cq TFRC und 2 ∆ Cq 
HKG von ca. 0,1 um das 10-fache im Vergleich zur Kontrolle ohne Eisen reduziert. 
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a  b 
c d 
Abb. 4-81 Bestimmung der Genexpression der leichten (FTL) und schweren (FTH) Polysacharidkette von Ferritin
mittels real-time qPCR nach 24 h, 7 d und 28 d Inkubation von hMSC (Spender 282 und 315) mit aufgelegten
unmodifzierten Eisenschäumen bei 37 °C und 5 °C CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe 
(d=10 mm; h=5 mm; PS ohne Eisenschaum = Kontrolle); HGK: GAPDH und RPL13A; (a) FTL – hMSC 282; (b) FTL 
– hMSC 315; (c) FTH – hMSC 282 und (d) FTH – hMSC 315. 
Durch den semi-direkten Kontakt der Zellen zu den Eisenschäumen bei der Inkubation mit 
aufgelegten Eisenschäumen kann neben der Genexpression eisenstoffwechselrelevanter 
Proteine und Rezeptoren auch die Auswirkung der Korrosion und des damit verbundenen 
oxidativen Stress´ auf die Expression von Enzymen der oxidativen Stressabwehr genauer 
untersucht werden. Neben den primären Enyzmen Superoxiddismutase (Abb. 4-83), Katalase 
(Abb. 4-84 a und b) und Glutathion-Peroxidase (Abb. 4-84 e und f), die direkt am Abbau von 
reaktiven Sauerstoffspezies beteiltigt sind (Kapitel 2.6), zeigt Abb. 4-82 b, d und f die 
Ergebnisse zur Untersuchung der Genexpression der Glutathion-Reduktase (GSR), welche als 
sekundäres antioxidatives Enzym unter Verbrauch von NADPH die Reduktion von Glutathion-
Disulfid zu Glutathion katalysiert und somit den Spiegel an Glutathion als Reduktionsäquivalent 
aufrecht erhält. 
Im Gegensatz zum Eisenstoffwechsel sind bei der Genexpression der Glutathion-Reduktase 
spenderspezifische Unterschiede zu beobachten. Während die hMSC von Spender 282 (Abb. 
4-82 b) nahezu konstant über den gesamten Untersuchungszeitraum von 28 Tagen mit einer 
Verdopplung der Genexpression von GSR auf den durch die Eisenschäume ausgelösten 
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oxidativen Stress reagieren, liegen die Werte für den Quotienten aus 2 ∆ Cq GSR und 2 ∆ Cq 
HKG für die Zellen der beiden anderen Spender zum einen mit 8 bis 14 deutlich höher und zum 
anderen abhängig vom Zeitpunkt unterschiedlich erhöht. Die Zellen von Spender 315 (Abb. 
4-82 d) reagieren bereits nach 24 h mit einer fast 8-fach höheren GSR-Genexpression im 
Vergleich zur Kontrolle ohne Eisen, welche über die weitere Inkubation bis auf einen Quotienten 
aus 2 ∆ Cq GSR und 2 ∆ Cq HKG von 15 ansteigt. Die hMSC von Spender 342 (Abb. 4-82 f) 
liegen mit einem Anfangsquotienten aus aus 2 ∆ Cq GSR und 2 ∆ Cq HKG von 4 nach 24 h 
zwischen den Zellen von Spender 282 und 315 in der GSR-Genexpression. Danach steigt die 
Genexpression an Tag 7 um das Doppelte auf einen Quotienten aus 2 ∆ Cq GSR und 2 ∆ Cq 
HKG von 8 und erreicht nach 28 d wieder den Anfangswert von 4. Allgemein betrachtet, zeigen 
jedoch die Zellen aller drei Spender in Anwesenheit von korrodierenden Eisenschäumen über 
den gesamten Untersuchungszeitraum von 28 Tagen eine erhöhte Genexpression der 
Glutathion-Reduktase. 
Wie in Abb. 4-83 zu erkennen, ist für die Superoxiddismutase 1 (SOD1) und 2 (SOD2) ein 
ähnliches Zellverhalten zu beobachten. Sowohl für die im Zytoplasma vorkommende SOD1 als 
auch für die in den Mitochondrien lokalisierte SOD2 ist die Genexpression für die untersuchten 
hMSC-Spender in Anwesenheit von Eisenschäumen erhöht. Während für die SOD1 zu den 
Zeitpunkten 24 h, 7 d und 28 d der Quotient aus 2 ∆ Cq SOD1 und 2 ∆ Cq HKG von 4 nahezu 
konstant erhöht ist, liegt die SOD2-Genexpression nach 24 h lediglich 2- bis 3-fach höher als 
die Kontrollgruppe und steigt über die weitere Inkubation bis hin zu einem Quotienten aus                   
2 ∆ Cq SOD2 und 2 ∆ Cq HKG von 8 (hMSC 282) bzw. 12 (hMSC 315 und hMSC 342) an. 
Nachdem für das Speicherprotein Ferritin mit seiner leichten (FTL) und schweren (FTH) 
Polysaccharidkette sowie für die Glutathion-Reduktase und die Superoxiddismutase SOD1 und 
SOD2 eine starke Erhöhung der Genexpression in Anwesenheit von korrodierenden 
Eisenschäumen gezeigt werden konnte, sind in Abb. 4-84 die Ergebnisse für drei Gene der 
oxidativen Stressabwehr dargestellt, für die abhängig vom Zeitpunkt und vom Spender nur 
teilweise eine erhöhte Genexpression festgestellt werden kann. Im Gegensatz zu den 
Ergebnissen aus 4.2.4.3, wo in den Abbildungen Abb. 4-77, Abb. 4-78 und Abb. 4-79 auf 
Proteinebene gezeigt wird, dass die Katalaseaktivität in Abhängigkeit der Korrosion bei den 
Zellen der drei getesteten Spendern deutlich erhöht ist, kann für die hMSC von Spender 282 
(Abb. 4-84 a) keine und für die Zellen von Spender 342 (Abb. 4-84 b) lediglich zu den 
Zeitpunkten 24 h und 7 d eine Erhöhung der Katalasegenexpression (CAT) beobachtet werden. 
Während die hMSC von Spender 282 gar keinen Anstieg der CAT-Genexpression in 
Anwesenheit von Eisenschäumen im Vergleich zu Kontrolle ohne Eisen zeigen, liegt der 
Quotient aus 2 ∆ Cq CAT und 2 ∆ Cq HKG bei den Zellen von Spender 342 über den gesamten 
Untersuchungszeitraum bei ca. 2 bis 3 im Vergleich zur Referenz auf PS an Tag 1. Da sich die 




Abb. 4-82 Bestimmung der Genexpression des Transferrinrezeptors (TFRC) und Glutathion-Reduktase (GSR) 
mittels real-time qPCR nach 24 h, 7 d und 28 d Inkubation von hMSC (Spender 282, 315 und 342) mit aufgelegten
unmodifzierten Eisenschäumen bei 37 °C und 5 °C CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe 
(d=10 mm; h=5 mm; PS ohne Eisenschaum = Kontrolle); HGK: GAPDH und RPL13A; (a) TFRC – hMSC 282; (b) 
GSR – hMSC 282; (c) TFRC – hMSC 315; (d) GSR – hMSC 315; (e) TFRC – hMSC 342 und (f) GSR – hMSC 342. 
Katalasegenexpression in der Kontrollgruppe nach 7 d und 28 d ebenfalls vedoppelt, ist hier nur 
ein geringer Einfluss der Eisenschäume auf die Genexpression der CAT zu beobachten. 
Ähnlich verhält es sich mit der Glutathion-Peroxidase, für die Zellen von Spender 282 (Abb. 
4-84 e) zu Beginn der Inkubation mit den Eisenschäumen keine Erhöhung zeigen und nach 7 d 
und 28 d zwar eine Verdopplung der Genexpression mit einem Quotienten aus 2 ∆ Cq GPX und 
2 ∆ Cq HKG von 2 im Vergleich zur Referenz auf PS nach 24 h, jedoch durch eine ebenfalls 
leicht erhöhte GPX-Genexpression der Kontrollgruppe dies wieder relativiert wird. Dagegen ist  
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Abb. 4-83 Bestimmung der Genexpression von Superoxiddismutase 1 (SOD1) und 2 (SOD2) mittels real-time qPCR
nach 24 h, 7 d und 28 d Inkubation von hMSC (Spender 282, 315 und 342) mit aufgelegten unmodifzierten
Eisenschäumen bei 37 °C und 5 °C CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm;
PS ohne Eisenschaum = Kontrolle); HGK: GAPDH und RPL13A; (a) SOD1 – hMSC 282; (b) SOD2 – hMSC 282; (c)
SOD1 – hMSC 315; (d) SOD2 – hMSC 315; (e) SOD1 – hMSC 342 und (f) SOD2 – hMSC 342. 
für die hMSC von Spender 342 (Abb. 4-84 f) ein deutlicher Einfluss der Eisenschäume und 
deren Korrosion auf die Genregulierung der Glutathion-Peroxidase zu beobachten. Bereits nach 
24 h zeigen die Zellen in Anwesenheit von Eisen eine leichte Erhöhung der GPX-
Genexpression. Nach 7 d liegt die Genexpression mit einem Quotienten aus 2 ∆ Cq GPX und 2 
∆ Cq HKG von ca. 5  mehr als doppelt (im Vergleich zur Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt) 
bzw. 5-fach höher als die Referenz auf PS nach 24 h. An Tag 28 ist mit einem Quotienten aus 2 
∆ Cq GPX und 2 ∆ Cq HKG von ca. 3,5 im Vergleich zu Tag 7 zwar eine Abnahme der GPX- 
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Abb. 4-84 Bestimmung der Genexpression von Katalase (CAT), Glutation-Synthetase (GSS) und Glutathion-
Peroxidase (GPX1) mittels real-time qPCR nach 24 h, 7 d und 28 d Inkubation von hMSC (Spender 282 und 342) 
mit aufgelegten unmodifzierten Eisenschäumen bei 37 °C und 5 °C CO2 in 12-Well Platten mit je 4 mL DMEM pro 
Well und Probe (d=10 mm; h=5 mm; PS ohne Eisenschaum = Kontrolle); HGK: GAPDH und RPL13A; (a) CAT –
hMSC 282; (b) CAT – hMSC 342; (c) GSS – hMSC 282; (d) GSS – hMSC 342; (e) GPX1 – hMSC 282 und (f) GPX1 
– hMSC 342. 
Genexpression zu beobachten, jedoch liegt der Wert immer noch fast doppelt so hoch wie jener 
der Kontrollgruppe (zum gleichen Zeitpunkt, ohne Eisen). 
Nachdem für die Zellen von Spender 282 weder die Genregulierung der Glutathion-Reduktase 
(Abb. 4-82 b), die bei den hMSC der anderen beiden Spendern 315 (Abb. 4-82 d) und 342 
(Abb. 4-82 f) in Anwesenheit von korrodierenden Eisenschäumen stark beeinflusst wird und 
deutlich erhöht ist im Vergleich zur Kontrolle ohne Eisen, noch die Genexpression der 
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Glutathion-Peroxidase (Abb. 4-84 e) durch korrosionsbedingten oxidativen Stress erhöht wird, 
ist auch für die Glutathion-Synthetase (Abb. 4-84 c) kaum ein Einfluss auf deren 
Genexpression zu beobachten. Zwar liegen die Genexpressionen nach 7 d und 28 d für die 
Zellen mit aufgelegten Eisenschäumen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Eisen doppelt so 
hoch bzw. leicht erhöht, dennoch erreicht der Quotient aus 2 ∆ Cq GSS und 2 ∆ Cq HKG zu 
keinem Zeitpunkt einen Wert von größer gleich 2. Entsprechend der Ergebnisse zu GSR (Abb. 
4-82 f) und GPX (Abb. 4-84 f) ist für die Zellen von Spender 342 dagegen in Abb. 4-84 d ein 
deutlicher Einfluss der Eisenschäume auf die Genregulierung der Glutathion-Synthetase zu 
beobachten. Zu allen untersuchten Zeitpunkten ist die GSS-Genexpression mit Eisen im 
Vergleich zu ohne Eisen erhöht und erreicht mit einem Quotienten aus 2 ∆ Cq GSS und 2 ∆ Cq 
HKG von größer 2 eine deutliche Verdopplung der Genexpression im Vergleich zu Kontrolle. 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch Korrosion bedingte Eisenfreisetzung in vitro 
kultivierte Stammzellen mit erhöhter Genexpression der leichten und schweren 
Polysaccharidkette des Eisenspeicherproteins Ferritin reagieren bei gleichzeitig sinkender 
Genexpression für den Transferrinrezeptor CD71. Darüberhinaus bewirken reaktive 
Sauerstoffspezies und der damit verbundene oxidative Stress eine erhöhte Genexpression von 
Enzymen der oxidativen Stressabwehr. Im speziellen handelt es sich dabei um die im 
Zytoplasma vorkommende Superoxiddismutase SOD1 und die in den Mitochondrien lokalisierte 
SOD2 als primäre Enzyme und um die Glutathion-Reduktase als sekundäres Enzym. Die 
Genregulierung von Katalase, Glutathion-Peroxidase und Glutathion-Synthetase wird 
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5 Diskussion 
Während Korrosionsbeständigkeit bisher ein wichtiges Kriterium bei der Materialentwicklung 
von metallischen Implantaten war, ist in den vergangenen Jahren die Korrosion als Prinzip der 
Biodegradation von kardiovaskulären und orthopädischen Implantaten zum Teil durchaus 
erwünscht und erlangt mehr und mehr an Bedeutung in der gegenwärtigen Forschung [Witte 
2010, Moravej und Mantovani 2011, Zheng et al. 2014]. Die größte Rolle spielen dabei die 
beiden Metalle Magnesium [Witte et al. 2008, Virtanen und Fabry 2014] und Eisen [Hermawan 
et al. 2010, Feng et al. 2013]. Verglichen mit Magnesium bietet Eisen bessere mechanische 
Eigenschaften [Hermanwan et al. 2010] und ist ähnlich biokompatibel [Peuster et al. 2006, Song 
et al. 2010] wie Edelstahl, der als Goldstandard für Stentmaterial [Huang et al. 2014] gilt. Im 
Gegensatz zur kardiovaskulären Anwendung ist Eisen als orthopädisches Implantatmaterial 
jedoch bislang kaum publiziert. Alle 5 der im Review von Zheng et al. [2014] aufgeführten 
Publikationen beschreiben die Ergebnisse von in vivo Untersuchungen, bei denen Eisen als 
biokorrodierbares Stentmaterial untersucht wurde. Darüber hinaus gibt es seit ca. 15 Jahren 
[Peuster et al. 2001] bis heute [Huang et al. 2014] eine Vielzahl von Veröffentlichungen, bei 
denen eisenbasierte Materialien für eine kardiovaskuläre Anwendung in vitro untersucht 
werden. Mit Eisen als orthopädisches Implantatmaterial haben sich bisher nur vereinzelte 
Publikationen [Wegener et al. 2011, Orinak et al. 2014] beschäftigt. An zwei weiteren [Glorius et 
al. 2011 und Farack et al. 2011] war die Autorin der vorliegenden Arbeit selbst mit beteiligt. 
Publikationen zu in vivo-Studien im orthopädischen Bereich fehlen gänzlich. Im Folgenden 
sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit der bestehenden Literatur diskutiert und die 
Eisenschäume im Hinblick auf ihre Degradierbarkeit und Biokompatibilität bewertet werden.  
5.1 Biochemische und elektrochemische Charakterisierung – ohne 
Zellen 
Zunächst soll die Degradierbarkeit der unmodifizierten Eisenschäume mit bestehender Literatur 
verglichen und eingeschätzt werden. Die wichtigsten Parameter dabei sind neben der 
Eisenfreisetzung, die Sauerstoffsättigung, der pH-Wert und die Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies. Im Anschluss daran wird der Einfluss der CPP-Modifizierung sowie der 
Einfluss des Inkubationsmediums und der Inkubationsmethode analysiert und diskutiert. Im 
Hinblick auf die Beschichtung mit Brushit oder Hydroxylapatit bzw. eine vollständige Füllung der 
Metallschaumporen mit Calciumphosphat-Zement soll neben der Degradierbarkeit auch die 
Calciumbindungs- bzw. –freisetzungskapazität der Eisenschäume betrachtet und diskutiert 
werden. 
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5.1.1 Eisenfreisetzung, Sauerstoffsättigung und weitere Parameter zur 
Charakterisierung des Korrosionsverhaltens 
 
Eisenfreisetzung 
Während der Korrosion von Eisen werden aus der Metalloberfläche entsprechend der 
Gleichung Gl. 5-1 Eisen(II)-Ionen freigesetzt, die unter physiologischen Bedingungen zu 
dreiwertigem Fe3+ oxidieren [Ponka 1999, Aisen et al. 2001]. 
Fe → Fe2+ + 2e- Gl. 5-1 
Die Eisenfreisetzung stellt daher den wichtigsten Parameter zur Charakterisierung des 
Korrosionsverhaltens der verschiedenen (CPP-bioaktivierten) Eisenschäume dar. Die größten 
Korrosionsraten (Eisenfreisetzung) sind für die unmodifizierten Eisenschäume zu beobachten. 
Initial wird in Abhängigkeit des Inkubationsmediums 0,8 mg/g Eisen (in DMEM) bzw. 0,47 mg/g 
Eisen (in McCoy’s) freigesetzt. Bereits nach 4 Tagen sinkt die Eisenfreisetzung auf die Hälfte 
des initialen Wertes. Nach einer Woche Inkubation ist insgesamt ein Masseverlust von 0,3 % in 
DMEM bzw. von 0,19 % in McCoy’s zu beobachten.  
Im Vergleich zur Literatur [Orinak et al. 2014] liegen die in der vorliegenden Arbeit ermittelten 
Korrosionsraten zu Beginn der Inkubation doppelt bis 3-fach höher. Orinak et al. [2014], die den 
Einfluss von Carbonanotubes (CNTs) bzw. Magnesium auf die Korrosion von Eisenschäumen 
untersuchten, beobachteten nach einer Woche Inkubation in Hank´s solution lediglich einen 
Masseverlust von 0,128 % (Eisen pur) bzw. 0,097 % (Fe-CNTs) und 0,073 % (Fe-Mg). Im Laufe 
der Inkubation nimmt die Eisenfreisetzung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Eisenschäume weiter ab, jedoch liegt die Korrosion sowohl in DMEM als auch in McCoy’s mit 
einem Masseverlust von 0,48 % (DMEM) bzw. 0,26 % (McCoy’s) nach 2 Wochen noch immer 
z.T. deutlich höher als bei Orinak et al. [2014], die einen Masseverlust von 0,23 % (Eisen pur) 
bzw. 0,146 % (Fe-Mg) nach 2 Wochen feststellten. Lediglich die CNT-modifizierten 
Eisenschäume zeigten mit 0,5 % Masseverlust nach 2 Wochen ähnlich hohe Werte wie die 
unmodifizierten Eisenschäume in DMEM der hier vorliegenden Arbeit.  
Während entsprechend den Ergebnissen aus 4.1.1 die Eisenfreisetzung im weiteren 
Inkubationsverlauf in DMEM bei ca. 250 µg/g Eisen (DMEM) bzw. bei ca. 80 bis 100 µg/g Eisen 
(McCoy’s) konstant niedrig bleibt bzw. weiter abnimmt, beobachteten Orinak et al. [2014] eine 
Zunahme der Korrosion, die vor allem ab Woche 4 sich deutlich in einem erhöhten 
Masseverlust widerspiegelt. Nach der initial hohen Eisenfreisetzung der in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Eisenschäume liegt der Masseverlust nach insgesamt 4 Wochen Inkubation 
in den verschiedenen Zellkulturmedien mit 0,8 % (in DMEM) bzw. 0,4 % (in McCoy’s) deutlich 
unter den Werten aus der Literatur (3,3 % Eisen pur; 1,45 % Fe-CNTs und 24,19 % Fe-Mg). 
Interessant an der Studie von Orinak et al. [2014] ist, dass der eigentliche Masseverlust erst ab 
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Woche 4 auftritt, wohingegen die Messungen in der hier vorliegenden Arbeit genau in diesem 
Zeitfenster (entsprechend der Zellversuche) enden. Nach 8 Wochen ist der Masseverlust auf 
22,7 % (Eisen pur); 19,8 % (Fe-CNTs) bzw. 34,4% (Fe-Mg) angestiegen. In wie weit eine 
erhöhte Inkubationszeit auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Eisenschäumen 
die Korrosion erhöht, wäre für folgende Untersuchungen eine interessante Fragestellung.  
Ähnlich den Ergebnissen von Orinak et al. [2014] stellten Zhu et al. [2009] bei der Inkubation 
von 10 mm x 10 mm x 1 mm Eisenproben über 28 Tage in simulierter Körperflüssigkeit 
(simulated body fluid, SBF) mit einem Masseverlust von 4 % ebenfalls eine höhere 
Eisenfreisetzung als die Ergebnisse aus 4.1.1 fest (Initialgewicht: 639 mg; Gewicht nach 28 d: 
614 mg). Eine mögliche Ursache für die Unterschiede zu der vorliegenden Arbeit könnte die 
Verwendung anderer Inkubationsmedien wie SBF [Zhu et al. 2009] und Hank´s solution [Orinak 
et al. 2014] im Gegensatz zu den Zellkulturmedien DMEM und McCoy’s sein. Zur Untersuchung 
der Korrosion von Eisen in vitro ist die Verwendung von SBF [Wegener et al. 2011; 
Schinhammer et al. 2013] und Hank´s solution [Liu und Zheng 2011; Orinak et al. 2014; Huang 
et al. 2014] üblich. Die ermittelten Korrosionsraten liegen dabei nach 7 Tagen im Bereich von 
0,18 bis 0,33 mg/cm2 pro Tag nach statischer Inkubation in SBF [Wegener et al. 2011] und nach 
14 bis 28 Tagen im Durchschnitt bei 0,22 mg/cm2 pro Tag [Schinhammer et al. 2013]. In Hank´s 
solution werden mit 0,07 bis 0,361 mg/cm2 pro Tag [Liu und Zheng 2011] ähnliche Werte 
ermittelt.  
Im Hinblick auf die Zelluntersuchungen in der vorliegenden Arbeit erfolgte die Auswahl der 
Inkubationsmedien entgegen den in der Literatur beschriebenen Lösungen. Dies erschwert 
zwar den Vergleich der Korrosionsraten mit der Literatur, ist für eine Beurteilung des 
Zellverhaltens der humanen mesenchymalen Stammzellen, die standardmäßig in DMEM und 
der Osteoblastenzelllinie SaOs2, die in McCoy’s inkubiert werden, innerhalb der vorliegenden 
Arbeit jedoch wesentlich zielführender und aussagekräftiger.   
Während in der Literatur die Korrosionsraten häufig über den Masseverlust nach Wiegen 
ermittelt werden [Hermawan et al. 2007, Zhu et al. 2009, Moravej et al. 2010, Orinak et al. 
2014], beruhen die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit auf den colorimetrischen Nachweis 
freigesetzter Eisenionen in der Lösung nach Hennessy et al. [1984]. Wie bereits angesprochen 
sind Eisen(II)-Ionen unter physiologischen Bedingungen nicht stabil, sondern werden zu 
dreiwertigem Fe3+ oxidiert [Aisen et al. 2001]. In (schwach) sauren Lösungen dagegen ist Fe2+ 
ein deutlich schwächeres Reduktionsmittel und liegt hier in seiner zweiwertigen Form vor. Diese 
Eigenschaft wird beim Eisennachweis mittels 3-(2-Pyridyl)-5,6-difuryl-1,2,4-triazine-disulfonate 
(Ferene) nach Hennessy et al. [1984] herangezogen, um Fe2+ zu stabilisieren und für die 
Komplexbildung mit Ferene zur Verfügung zu stellen. Durch die Reaktion der in saurer Lösung 
als Fe2+ vorliegenden Eisenionen mit Ferene kommt es zur Bildung eines blauen 
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Farbstoffkomplexes, der photometrisch nachgewiesen werden kann. Da Ferene spezifisch nur 
mit zweiwertigem Eisen komplexiert, ist für eine Gesamtionenbestimmung im Überstand ein 
Ansäuern der Lösung mittels 6 M HCl nötig. Fe3+ wird durch die Zugabe von Ascorbinsäure, 
welche als Reduktionsmittel wirkt, zu Fe2+ reduziert [Lee und Clydesdale 1980], durch den 
sauren pH-Wert der Lösung stabilisiert und kann so mittels Ferene ebenfalls nachgewiesen 
werden. Wie die Ergebnisse in 4.1.1 zeigen beträgt je nach Eisenschaum und 
Inkubationsmedium der Anteil an zweiwertigem Eisen in der Lösung 10 % bis max. 40 %. Der 
größte Teil des freigesetzten Eisens liegt aufgrund des höheren Redoxpotentials von Sauerstoff 
gegenüber Fe2+/Fe3+ erwartend in Form von Fe3+ vor.  
Entsprechend der Gleichung Gl. 5-2 wird Eisen zu Fe2+ oxidiert, das unter dem Verbrauch von 
Sauerstoff in physiologischen Lösungen zu Fe3+ und OH- weiter reagiert (Gl. 5-3). Bei der 
parallel stattfindenden kathodischen Reduktion von Sauerstoff entsprechend der Gleichung 
Gl. 5-4 kommt es ebenfalls zur Bildung von  OH--Ionen. Aufgrund der geringen Löslichkeit von 
Fe3+ fällt unter Verbrauch der in Gl. 5-3 und Gl. 5-4 gebildeten OH--Ionen schwerlösliches 
Fe(OH)3, wie auch in den Abbildungen Abb. 4-3 bis Abb. 4-5 sowie Abb. 4-29 bis Abb. 4-32 zu 
erkennen, aus.  
 
2 Fe → 2 Fe2+ + 4e-   Gl. 5-2 
2 Fe2+ + ½ O2 → 2 Fe3+ + 2 OH- Gl. 5-3 
2 H2O + O2 + 4e- → 4 OH-  Gl. 5-4 
2 Fe2+ + 6 OH- → 2 Fe(OH)3  Gl. 5-5 
 
Beim Vergleich der Korrosionsraten aus 4.1.1 mit der Literatur ist zu berücksichtigen, dass 
Eisen, das aufgrund dieser Produktbildung (Gl. 5-5) in Form von Rost (Fe(OH)3) auf der 
Probenoberfläche abgeschieden wird, nicht in die Bestimmung der Eisenfreisetzung nach 3.7.1 
eingeht. Im Gegensatz dazu ist es in der Literatur üblich die Proben vor der Bestimmung des 
Masseverlusts entweder mit Ultraschall für je 10 min in Aceton oder Wasser und Ethanol zu 
waschen [Zhu et al. 2009; Wegener et al. 2011; Orinak et al. 2014] oder die Korrosionsschicht 
durch 10 M NaOH zu entfernen [Liu und Zheng 2011; Huang et al. 2014]. Da die in der 
vorliegenden Arbeit ermittelten Korrosionsraten nur freigesetztes Eisen in der Lösung 
berücksichtigen, kann dies eine weitere Ursache dafür sein, dass zu Beginn der Inkubation (in 
den ersten beiden Wochen) der ermittelte Masseverlust höher und nach 4 Wochen deutlich 
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Elektrochemische Impedanz 
Eine weitere in der Literatur oft genutzte Methode zur Untersuchung von Korrosionsvorgängen 
stellt die elektrochemische Impedanzspektroskopie dar [Pourbaix 1984, Pebere et al. 1990, Cai 
und Park 1996, Song et al. 1997, Ambat et al. 2000, Zucchi et al. 2006, Witte et al. 2006, Müller 
et al. 2007]. Für die Beschreibung von beschichteten Systemen kann das Modell nach Randles 
[1947] herangezogen werden, welches eine dichte, porige Schicht auf einem Metall in einem 
Elektrolyt durch die Parallelschaltung eines Widerstandes und eines Kondensators beschreibt. 
Aufgrund von schwankenden Systemeigenschaften wie der Schichtdicke oder der 
Schichtzusammensetzung [Schiller und Strunz 2001], der Oberflächenrauhigkeit [Mulder et al. 
1990] oder ungleicher Stromdichteverteilung [Jorcin et al. 2006] wird der idealisierte 
Kondensator durch ein kapazitives Element (Q) ersetzt, das sich durch einen veränderlichen 
Exponenten n auszeichnet und somit genauere Kurvenanpassungen ermöglicht als ein 
Kondensator. Fehlstellen in der Beschichtung und die dadurch auftretenden Wechselwirkungen 
an der Grenzschicht zwischen Metall und Elektrolyt werden durch eine zweite Parallelschaltung 
eines Widerstandes (R2) und eines kapazitiven Elements (Q2) berücksichtigt (Abb. 5-1).  
Korrelierend zur Eisenfreisetzung zeigen die unmodifizierten Eisenschäume über mehr als 
16 Wochen Inkubation eine sehr niedrige Impedanz, die sich durch einen niedrigen 
Übergangswiderstand an der Oberfläche zwischen Metall und Elektrolyt (R2) sowie durch einen 
niedrigen Porenwiderstand (R1) auszeichnet und auf eine starke Korrosion schließen lässt. Im 
Inkubationsverlauf nimmt die Impedanz tendenziell weiter ab, was auf eine erhöhte bzw. 
gleichbleibend hohe Korrosion weist und anhand des Eisenfreisetzungsverhaltens der 
unmodifizierten Eisenschäume in 4.1.1 bestätigt wird. Nach einer sehr hohen initialen 
Eisenfreisetzung wird bei täglichem Mediumwechsel nach ca. 7 Tagen eine konstante 
Eisenionenkonzentration von 25 µg/mL (in DMEM) bzw. ca. 10 µg/mL (in McCoy’s) beobachtet.  
Korrelierend dazu ist über den gesamten Inkubationszeitraum eine Zunahme des zweiten 
kapazitiven Elements (Q2) zu beobachten. Sowohl der Übergangswiderstand Metall Elektrolyt 
(R2) als auch der Porenwiderstand (R1) nehmen initial mit steigendem Q2 ab. Mit zunehmender 
Korrosion kommt es zur vermehrten Bildung und Ausfällung von Korrosionsprodukten wie 
Fe(OH)3. Durch die Ablagerung dieser schwerlöslichen Produkte auf der Oberfläche, ist folglich 
eine Zunahme von R1 und R2 zu beobachten, da die porige Schicht zunimmt und damit die 
Anzahl und die Fläche an freizugänglicher Metalloberfläche verringert wird. Dies wird auch bei 
der Betrachtung des Phasenwinkels in Abb. 4-18 deutlich. Während zu Beginn der Inkubation 
die gesamte Oberfläche des Metallschaumes direkten Kontakt zum Elektrolyt hat, ist nur ein 
Maximum im niedrigeren Frequenzbereich zu erkennen. Mit steigender Korrosion und 
zunehmender Ablagerung von Korrosionsprodukten auf der Metalloberfläche wird ein zweites 
Maximum, das durch R1 und Q1 beschrieben wird, in einem höheren Frequenzbereich sichtbar, 
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das auf die Ausbildung einer Korrosionsschicht auf der Metalloberfläche hinweist. 
Zu bemerken ist, dass sich die Impedanzmessungen (4.1.6) zum einen von den 
Eisenfreisetzungsversuchen (4.1.1) in der Frequenz des Mediumsaustausches (2x wöchentlich 
zu täglich) unterscheiden und zum anderen in der Art des Inkubationsmediums. Für die 
Impedanzmessungen dient PBS mit 10 % FBS als Inkubations- und Elektrolytlösung während 
die Eisenfreisetzung in verschiedenen Zellkulturmedien mit FBS-Zusatz untersucht wird. 
Voruntersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Korrosionsraten in PBS mit FBS den 
Werten der Inkubation in Zellkulturmedium mit FBS tendenziell entsprechen. Um näher an den 
Bedingungen wie für die Eisensfreisetzungsmessungen zu liegen, erfolgt der Zusatz von 10 % 
FBS zur Lösung.  
Abb. 5-1 Erweitertes Modell nach Randles. Rel Elektrolytwiderstand; R1 Porenwiderstand; Q1 kapazitives Element
der Doppelschicht von überlagerten Schichten, Füllung, Proteinschicht etc; R2 Übergangswiderstand Metall-
Elektrolyt; Q2 kapazitives Element der Doppelschicht in der Grenzfläche Metall-Elektrolyt. 
Reaktive Sauerstoffspezies und Sauerstoffsättigung 
Wie in Tab. 1-4 (Kapitel 1.5) dargestellt, handelt es sich bei der Korrosion von Eisen um einen 
sauerstoffzehrenden Prozess, bei dem reaktive Sauerstoffspezies als Zwischenprodukte 
entstehen. In Abhängigkeit der Eisenfreisetzung und der damit in Verbindung stehenden 
Korrosionsrate der verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume sind zum einen 
Veränderungen in der Sauerstoffsättigung (4.1.2) und zum anderen eine erhöhte Konzentration 
an reaktiven Sauerstoffspezies (4.1.3) zu beobachten. Während die Eisenfreisetzung ein Maß 
für die Korrosion darstellt, sind die Sauerstoffsättigung und die Konzentration reaktiver 
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Sauerstoffspezies Parameter, die in erster Linie wesentlichen Einfluss auf das Zellverhalten 
nehmen.  
Im Gegensatz zum Eisenionengehalt in der Lösung können diese beiden Parameter darüber 
hinaus nur mit „frischen“ Probenlösungen, d.h. sofort nach Entnahme ermittelt werden. 
Insbesondere die reaktiven Sauerstoffspezies weisen nur eine sehr geringe Halbwertszeit auf 
und reagieren aufgrund ihres reaktiven Verhaltens sofort weiter, sodass nur eine 
Momentaufnahme erfolgen kann. H2O2 bildet aufgrund seiner stabilen Elektronenkonfiguration 
kein Radikal und ist weniger reaktionsfreudig als die radikalischen reaktiven Sauerstoffspezies 
[Yu  1994], weshalb es zur Charakterisierung der verschieden (bioaktivierten) Eisenschäume in 
der vorliegenden Arbeit herangezogen wird. Mit einer Halbwertszeit von einigen Sekunden liegt 
das ungeladene H2O2 intrazellulär im mikromolaren Konzentrationsbereich, es kann größere 
Distanzen zurücklegen und im Gegensatz zum Superoxidanion Zellmembranen permeieren 
[Pryor 1986; Halliwell et al. 1990]. 
Es wurden verschiedene Nachweismethoden, wie Elektronenspinresonanz [Kuppusamy et al. 
1994] und Chemilumineszenz [Yasui und Sakurai 2000] zur Bestimmung reaktiver 
Sauerstoffspezies entwickelt. Aufgrund der höheren Empfindlichkeit und der leichteren 
Handhabbarkeit sind jedoch fluorimetrische Nachweisverfahren diesen deutlich überlegen. In 
verschiedenen Studien werden dabei vor allem 2,7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat 
(DCDHF-DA) und Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) beschrieben [Royal und Ischiropoulos 1993; 
Münzel et al. 2002; Sun et al. 2005; Qin et al. 2008]. Sowohl DCDHF-DA als auch DHR 123 
sind leicht zellpermeabel und werden nach der Aufnahme in der Zelle durch reaktive 
Sauerstoffspezies zu den Fluorochromen Dichlorofluorescein (DCF) bzw. Rhodamin 123 
oxidiert [Hempel et al. 1999, Qin et al. 2008]. DCDHF-DA muss hierfür zunächst durch 
intrazelluläre Esterasen durch Hydrolyse der Acetatgruppe zu Dichlorodihydrofluorescein 
(DCDHF) umgewandelt werden. Die Reaktion von DCDHF und DHR 123 ist nicht spezifisch 
und liefert Fluoreszenzantworten auf die Reaktion mit unterschiedlichsten oxidierenden 
Substanzen wie Superoxidanion, Wasserstoffperoxid, Stickoxiden, Eisen-(II)-Ionen und 
anderen [Hempel et al. 1999; Parmentier et al. 1999, Jakubowski und Bartosz 2000]. Neben 
der Autooxidation von DCDHF und der damit verbundenen spontanen Erhöhung der 
Fluoreszenz, stellen die Bildung von O2• - und H2O2 durch die Reaktion von DCDHF mit 
Peroxiden und intrazellulären Peroxidasen Probleme in der qualitativen Messung reaktiver 
Sauerstoffspezies dar [LeBel et al. 1992]. Ebenfalls limitierend ist die kurze intrazelluläre 
Retention des Fluorochroms DCF [Swift und Sarvazyan, 2000], die durch die Verwendung 
von Fluorescein-Derivaten wie 5’,6’-Carboxy-2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat 
[Hempel et al. 1999] verbessert werden kann. 
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Für den spezifischen Nachweis von H2O2 eignet sich das in der vorliegenden Arbeit verwendete 
Amplex Red Reagenz (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin), das durch Zugabe von 
Meerettichperoxidase (horseradish peroxidase – HRP) spezifisch mit H2O2 zu einem rot-
fluoreszierenden Oxidationsprodukt dem Resorufin reagiert. Wie Towne et al. [2004] 
feststellten, ist dabei zu beachten, dass H2O2-Konzentrationen lediglich in einem niedrigen 
Konzentrationsbereich von 0,01 µM bis 100 µM korrekt ermittelt werden können. Hohe 
Konzentrationen an H2O2 führen bedingt durch Substrathemmung und reversibler bzw. 
irreversibler Hemmung der HRP durch H2O2 zu einer Erniedrigung der Fluoreszenz [Goodwin et 
al. 1997]. Auch die Oxidation von Resorufin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on) zu dem nicht-
fluoreszierenden Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) darf als potentielle 
Nebenreaktion nicht vernachlässigt werden [Towne et al. 2004]. Die Inkubationszeit sollte daher 
so kurz wie möglich gehalten werden, um den Anteil anderer Reaktionen als die beabsichtigte 
Reaktion zu minimieren. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen H2O2-Konzentrationen liegen 
weit unter dem kritischen Konzentrationslimit von 100 µM, auch ist die Inkubationszeit mit 
30 min entsprechend kurz gewählt, sodass diese Nachweismethode als für die vorliegende 
Arbeit geeignet bezeichnet werden kann. 
Wie die Untersuchungen zum Einfluss der osteogenen Zusätze Ascorbinsäure und                        
ß-Glycerophosphat  aus Abb. 4-13 zeigen, muss jedoch eine Einschränkung gemacht werden. 
Während die Zugabe von ß-Glycerophosphat keinen Einfluss auf das Messergebnis hat, bewirkt 
das Antioxidans Ascorbinsäure ein von der Konzentration abhängiges, falsch positives 
Fluoreszenzsignal. Diese Beobachtungen korrelieren mit den Studien von Serrano et al. [2009], 
die neben dem Einfluss der Ascorbinsäure weitere Antioxidantien wie Gallussäure, Epicatechin, 
Quercetin sowie Vanillinsäure auf ihre Interaktion mit dem Amplex Red Assay untersuchten. 
Dabei zeigten die Polyphenole Epicatechin, Gallussäure und Quercetin die höchste Reaktivität. 
Bei Untersuchungen zur anti-oxidativen Kapazität von Gallussäure und Ascorbinsäure konnten 
die Autoren zeigen, dass trotz der Reduktion der anti-oxidativen Kapazität durch einwöchige 
Lagerung der frisch angesetzten Lösungen beider Verbindungen bei Raumtemperatur die 
Oxidation von Amplex Red durch die Antioxidantien induziert wird, allerdings in geringerem 
Maße [Serrano et al. 2009].  
Das in der Häm-Gruppe gebundene Eisen-(III)-Ion der HRP wird durch Antioxidantien in seine 
zweiwertige Form reduziert, die aufgrund ihrer hohen Affinität zu Sauerstoff [Phepls 1974] sehr 
instabil ist und spontan zu Fe-(III)-Peroxidase [Wittenberg et al. 1967] zerfallen kann, wobei 
Superoxidanionen [Yamazaki et al. 1965, Phepls 1974, Smith et al. 1982] entstehen, die 
wiederum Antioxidantien wie Ascorbinsäure zu Radikalen reduzieren. Durch die anschließende 
Oxidation von Amplex Red zu Resorufin kommt es zu einem erhöhten Fluoreszenzsignal 
bedingt durch die anti-oxidative Wirkung der zugesetzten Antioxidantien.  
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Dies erklärt auch die unterschiedlichen Fluoreszenzsignale der in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Zellkulturmedien bei der Wasserstoffperoxidmessung mittels Amplex-Red-Assay. 
DMEM, das ohne die Zugabe osteogener Zusätze keine Ascorbinsäure enthält, zeigt wesentlich 
geringere Werte als McCoy’s, bei dem bereits im Ausgangsmedium das Antioxidans enthalten 
ist und so die Fluoreszenz durch den oben beschriebenen Mechanismus im Amplex-Red-Assay 
erhöht. Durch Referenzieren der für die verschieden bioaktivierten Eisenschäume ermittelten 
H2O2-Konzentrationen auf die jeweilige Fluoreszenz des Ausgangsmediums kann dieser Fehler 
ausgeglichen werden.  
Im Ergebnis wird in DMEM eine höhere relative Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies als in 
McCoy’s ermittelt. Dies korreliert nicht nur mit den Ergebnissen aus der Eisenfreisetzung aus 
4.1.1 sondern ist auch bei der Sauerstoffsättigung zu beobachten. Wie Abb. 4-10 und      
Abb. 4-11 zeigen, wird entsprechend der erhöhten Eisenfreisetzung aus 4.1.1 für die 
unmodifizierten Eisenschäume aufgrund der höchsten Korrosion auch die niedrigste 
Sauerstoffsättigung und die höchste Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies gemessen.  
Neben den reaktiven Sauerstoffspezies und dem daraus resultierenden oxidativen Stress, der 
Einfluss auf das Zellverhalten nimmt, kann auch die Sauerstoffsättigung Zellwachstum und 
Differenzierung beeinflussen. So konnten Arnett et al. [2003] zeigen, dass durch Hypoxie die 
Bildung von Osteoklasten und damit die Knochenresorption stimuliert wird, während 
Osteoblasten in ihrem Wachstum und ihrer Differenzierung gehemmt werden [Utting et al. 
2006]. Frühere Studien dagegen zeigten widersprüchliche Beobachtungen: während zum einen 
die Proliferation von unter Hypoxie kultivierten Osteoblasten stieg und die ALP-Aktivität und 
Kollagensynthese gehemmt wurde [Tuncay et al. 1994, Matsuda et al. 1998], beobachteten 
Steinbrech et al. [1999, 2000a und 2000b] eine umgekehrte Wirkung. Hier wurde die 
Proliferation gehemmt und die ALP-Aktivität sowie die Synthese von Wachstumsfaktoren wie 
VEGF (vascular endothelial growth factor), IGF-II (insulin-like growth factor II) und TGF ß1 
(transforming growth factor β1) erhöht. 
Wie Abb. 4-10 zeigt, ist für die unmodifizierten Eisenschäume die größte Sauerstoffzehrung zu 
beobachten, einhergehend mit einer sehr schlechten Zell-Adhäsion und -Proliferation.  
 
pH-Wert 
Ein weiterer Parameter, der durch die Eisenkorrosion entsprechend der Gleichungen in Tab.1-4 
(Kapitel 1.5) durch die Bildung von OH--Ionen beeinflusst werden kann, ist der pH-Wert. 
Aufgrund der puffernden Wirkung des Kohlensäure-Bikarbonat-Puffersystems, welches das 
Hauptpuffersystem im Blut darstellt und in vielen Zellkulturmedien eingesetzt wird [Mather und 
Roberts 1998], werden bei der Inkubation der verschiedenen Eisenschäume nur geringe 
Veränderungen im pH-Wert gemessen (Abb. 4-14). Eine weitere mögliche Erklärung ist die 
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Bildung von schwerlöslichem Fe(OH)3 entsprechend der Gleichungen Gl. 5-2 bis Gl. 5-5 als 
Folge der stattfindenden Korrosion.  
Nach 14-tägiger Inkubation liegt der pH-Wert für die unmodifizierten Eisenschäume in DMEM im 
Bereich der Kontrolle ohne Schaum. Für die Inkubation in McCoy’s wird dagegen ein bis zu 0,2 
Einheiten erhöhter pH-Wert festgestellt. Auch dies kann mit den Vorgängen aus den 
Gleichungen Gl. 5-2 bis Gl. 5-5 begründet werden. In McCoy’s wird mit 15 % ein höherer FBS-
Gehalt eingesetzt als in DMEM mit 10 % FBS. Wie die Ergebnisse in 4.1.7 zeigen, kann durch 
Zugabe von FBS das Ausfallen von Korrosionsprodukten verhindert bzw. minimiert werden. Da 
in McCoy’s der Proteingehalt durch die höhere Zugabe an FBS höher ist, fällt weniger Fe(OH)3 
aus. Folglich wird auch weniger OH- verbraucht, sodass ein Anstieg des pH-Wertes für die 
korrodierenden unmodifizierten Eisenschäume zu beobachten ist.  
Trotz der gering messbaren pH-Änderungen bei der Inkubation der verschieden bioaktivierten 
Eisenschäume in Zellkulturmedium ist nicht auszuschließen, dass lokal insbesondere an der 
Grenzschicht zwischen Schaumoberfläche und Inkubationslösung pH-Änderungen auftreten, 
die das Zellverhalten beeinflussen können [Ramp et al. 1994, Kaysinger und Ramp 1998, Kohn 
et al. 2001]. Wie die Studien von Ramp et al. [1994] sowie Kaysinger und Ramp [1998] mit 
humanen Osteoblasten in pH-Bereichen von 6,8 – 8,2 bzw. 7,0 – 7,8 zeigen, kann durch einen 
erhöhten pH-Wert die Kollagensynthese sowie die ALP-Aktivität der Zellen gesteigert werden, 
während bei der Mitochondrienaktivität und der Proliferation im untersuchten pH-Bereich kein 
Einfluss zu beobachten war. Auf eine pH-Erniedrigung bis 6,6 reagierten humane 
Knochenmarkszellen dagegen mit einer gehemmten Kollagensynthese und ALP-Aktivität [Kohn 
et al. 2002]. Bereits geringfügige Änderungen des extrazellulären pH-Wertes bewirken nicht nur 
bei Osteoblasten signifikante Veränderungen im Zellwachstum und im Zellmetabolismus [Arnett 
und Dempster 1990, Green 1994, Chakkalakal et al. 1994, Wu et al. 2007].  
Der Prozess der Mineralisierung und der Knochenneubildung werden durch die Ionen- und 
molekulare Zusammensetzung der extrazellulären Matrix beeinflusst. Es ist bekannt, dass die 
Calciumphosphatabscheidung pH-abhängig ist [Arnett und Dempster 1990, Johnsson und 
Nancollas 1992, Chakkalakal et al. 1994]. Daher ist anzunehmen, dass die Mineralisierung und 
der Aufbau von Knochengewebe ebenfalls vom pH-Wert beeinflusst wird [Chakkalkal et al. 
1994]. Eine Vielzahl von Studien zeigen, dass die Aktivität von Osteoblasten durch 
metabolische Azidose (pH < 7,35) gehemmt und durch metabolischer Alkalose (pH > 7,45) 
gesteigert werden kann [Bushinsky 1996, Frick et al. 1997 und 1998, Arnett 2007]. Während 
Azidose Osteoblasten inhibiert, werden Osteoklasten als knochenabbauende Zellen durch die 
Erniedrigung des pH-Wertes stimuliert [Krieger et al. 1992, Arnett 2007]. 
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Zusammenfassung 
Mit einem Masseverlust von 0,3 % (in DMEM) bzw. 0,19 % (in McCoy’s) liegen die in vitro 
Korrosionsraten der untersuchten, unmodifizierten Eisenschäume nach einwöchiger Inkubation 
in Zellkulturmedium doppelt bis 3-fach höher als in der Literatur [Orinak et al. 2014].  
Korrelierend zur Eisenfreisetzung zeigen die unmodifizierten Eisenschäume eine sehr niedrige 
Impedanz, die sich durch einen niedrigen Übergangswiderstand an der Oberfläche zwischen 
Metall und Elektrolyt sowie durch einen niedrigen Porenwiderstand auszeichnet und auf eine 
starke Korrosion schließen lässt. Mit zunehmender Korrosion kommt es zur vermehrten Bildung 
und Ausfällung von Fe(OH)3. Durch die Rostablagerungen auf der Oberfläche ist folglich eine 
Zunahme beider Widerstände zu beobachten, da die porige Schicht zunimmt und die Fläche an 
frei zugänglicher Metalloberfläche verringert wird.  
Der nach 4 Wochen Inkubation in den verschiedenen Zellkulturmedien ermittelte Masseverlust  
von 0,8 % (in DMEM) bzw. 0,4 % (in McCoy’s) liegt im Gegensatz zur initial hohen 
Eisenfreisetzung deutlich unter den Werten aus der Literatur (3,3 % [Orinak et al. 2014] bzw. 
4 % [Zhu et al. 2009]). Ursachen für diese Abweichungen können in der Art der verwendeten 
Inkubationsmedien (Zellkulturmedien vs. SBF bzw. Hank´s solution) und in der 
Inkubationsmethode (Häufigkeit des Mediumwechsels) liegen. Darüber hinaus unterscheiden 
sich die Methoden zur Bestimmung der Korrosionsraten in der vorliegenden Arbeit 
(cholorimetrische Messung von freigesetztem Eisen in der Lösung) zum Teil erheblich zur 
Literatur (Bestimmung des Masseverlusts nach Entfernung der Korrosionsschicht durch 
Wiegen). 
Die Korrosion von Eisen ist ein sauerstoffzehrender Prozess, bei dem reaktive 
Sauerstoffspezies und OH--Ionen als Zwischenprodukte entstehen. Während korrelierend zu 
einer hohen Eisenfreisetzung und einer niedrigen Impedanz (hohe Korrosion) bei der Inkubation 
der unmodifizierten Eisenschäume die niedrigste Sauerstoffsättigung und die höchste 
Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies auftritt, sind aufgrund der Bildung von 
schwerlöslichem Fe(OH)3 nur geringe Veränderung im pH-Wert zu beobachten. Trotz der kaum 
messbaren pH-Änderungen ist nicht auszuschließen, dass lokal insbesondere an der 
Grenzschicht zwischen Schaumoberfläche und Inkubationslösung pH-Änderungen auftreten, 
die wie auch die Sauerstoffsättigung und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies das 
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5.1.2 Einfluss der CPP-Beschichtung bzw. -Füllung auf die Korrosion 
 
Eisenfreisetzung 
Die hohe Eisenfreisetzung bei der Inkubation der unmodifizierten Eisenschäume in 
Zellkulturmedium und die daraus resultierende schlechte Adhäsion der mesenchymalen 
Stammzellen von weniger als 10 % in DMEM (Kapitel 4.2.2.1, Abb. 4-56) und die Zellabnahme 
über die Zeit aus 4.2.2.2 kann zum einen durch die Beschichtung der Schäume mit 
verschiedenen Calciumphosphaten wie Hydroxylapatit oder Brushit und zum anderen durch die 
Befüllung mit Ein-Pasten-Calciumphosphatzementen wie 1P CPC oder MgCPC in vitro 
minimiert und somit das Zellverhalten verbessert werden (Kapitel 4.2.2.2). Während die mit 
Brushit beschichteten Eisenschäume und die mit MgCPC gefüllten Proben nahezu keine 
Eisenfreisetzung über den Inkubationszeitraum von 28 Tagen zeigen (Abb. 4-1, Abb. 4-8 und 
Abb. 4-9), ist bei den mit Hydroxylapatit beschichteten und den mit 1P CPC gefüllten 
Schäumen Korrosion durch Eisenfreisetzung sowie makroskopische und mikroskopische 
Ablagerung von Korrosionsprodukten auf der Schaumoberfläche zu beobachten. Im Vergleich 
zu den unmodifizierten Schäumen liegt bei Fe-HA die Eisenfreisetzung zu Beginn der 
Inkubation bei etwa der Hälfte des initialen Wertes von Fe. Während sich die Korrosionsrate bei 
den unmodifizierten Schäumen auf ein um einen Mittelwert schwankenden Level einstellt, sinkt 
die Eisenfreisetzung bei Fe-HA kontinuierlich ab und geht in DMEM nach ca. 12 Tagen und in 
McCoy’s bereits nach ca. 7 Tagen gegen Null. Eine mögliche Ursache für diese Beobachtungen 
könnte die Aufnahme von Calcium aus dem Umgebungsmedium durch die HA-Beschichtung 
und die Abscheidung als Calciumphosphat auf der Oberfläche sein (Bioaktivität).  
Eine solche Apatitabscheidung wurde bereits in zahlreichen Studien beobachtet [Vallet-Regi et 
al. 2003, Heinemann 2011]. Die Bioaktivität ist dabei nicht nur von der Zusammensetzung des 
Materials abhängig, sondern auch von dessen Struktur wie Volumen, Größe und Form der 
Poren sowie vom Oberflächen/Volumen-Verhältnis [Peltola et al. 1999, Vallet-Regi et al. 2003]. 
Je bioaktiver ein Material, desto ausgeprägter die Abscheidung, desto stärker die Verarmung 
der entsprechenden Medien an Calcium- und Phosphat-Ionen. Geschwindigkeit und Grad der 
Calciumverarmung des Mediums sowie die Morphologie der Apatit-Abscheidung hängen von 
der Zusammensetzung des verwendeten Materials ab [Heinemann 2011]. Die Anzahl 
verfügbarer Hydroxyl-Gruppen auf der Oberfläche wird dabei als Ursache für die heterogene 
Calciumphosphat-Keimbildung durch Adsorption von Calcium-Ionen (Ionenbindung) und 
Phosphat-Ionen (Wasserstoffbrückenbindung) betrachtet [Kokubo und Takadama 2006]. Aber 
auch chemische Reaktionen, bei den Calcium- und Phosphat-Ionen komplexieren, werden als 
Wirkmechanismus diskutiert [Radin et al. 2005]. Unterschiedlich dabei sind die Beobachtungen 
im Hinblick auf den nötigen Calciumanteil im Material. Während Pereira et al. [2005] diesen als 
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notwenig beschreiben, konnte in anderen Veröffentlichungen gezeigt werden, dass sich bereits 
auf reinem Silikat Apatit abscheidet [Radin et. al. 2002, Heinemann 2011]. Durch Zugabe von 
Calciumphosphaten kann dabei die Bioaktivität bis zur optimalen Probenzusammensetzung mit 
15 % Calcium [Yan et al. 2006] gesteigert werden [Radin et al. 2002]. 
 
Calciumionen- und Phosphationengehalt 
Hydroxylapatit gilt als bioaktives Material [Dorozhkin und Epple 2002, LeGeros et al. 2003, 
Kumar et al. 2010] mit schlechter Löslichkeit unter physiologischen Bedingungen [Fulmer et al. 
2002, Tadic und Epple 2004, Pan und Darvell 2009], das eine Calciumverarmung des Mediums 
bewirkt. Wie Kapitel 4.1.5 zeigt, ist dies auch in der vorliegenden Arbeit zu beobachten. 
Während die unmodifizierten Eisenschäume keinen Einfluss zeigen, sind für Fe-HA und 
teilweise auch für die mit Brushit beschichteten Schäume in Abhängigkeit des 
Inkubationsmediums Veränderungen des Calcium- sowie Phosphatgehalts im Überstand 
messbar. Die Hydroxylapatitbeschichtung entzieht beiden Zellkulturmedien Calcium – in DMEM 
stärker als in McCoy’s. Wie in der Literatur beschrieben, beeinflusst dabei sowohl der Calcium 
als auch Phosphat die Bildung von Apatit auf der Oberfläche [Peltola et al. 1999, Radin et al. 
2005, Yan et al. 2006]. Aufgrund der doppelt höheren Calcium-Ionenkonzentration in DMEM, 
wird absolut gesehen in DMEM mehr Calcium pro Schaum abgeschieden als in McCoy’s. 
Prozentual dagegen ist die Verringerung der Calcium-Ionenkonzentration in McCoy’s höher als 
in DMEM. Im Verlauf der Inkubation ist eine Abnahme dieser Wirkung zu beobachten. Während 
sich der Calciumgehalt in DMEM nach 4 Tagen mit 60 µg/mL auf ca. 80 % der 
Ausgangskonzentration einstellt, nimmt der Entzug von Calcium aus der Lösung in McCoy’s in 
den ersten beiden Wochen nahezu linear ab, sodass nach 12 Tagen mit 40 µg/mL die 
Calciumkonzentration der Ausgangslösung erreicht wird.  
Entsprechend der Literatur ist die Verringerung der Calciumionenkonzentration aufgrund der 
Bioaktivität [Dorozhkin und Epple 2002, Kumar et al. 2010] von Hydroxylapatit zu erwarten. 
Korrelierend dazu sinkt bereits nach einem Tag Lagerung in Anwesenheit Ca-defizitärer Fe-HA 
der Phosphatgehalt sowohl in DMEM als auch in McCoy’s auf 20 % des Ausgangwertes, 
sodass sich Calciumphosphat auf der Oberfläche in Form von Apatit abscheiden kann [Vallet-
Regi et al. 2003, Auclair-Daigle et al. 2005, Heinemann 2011]. Absolut betrachtet bewirkt dabei 
die Hydroxylapatitbeschichtung in McCoy’s eine 4-fach höhere Verringerung der 
Phosphatkonzentration als in DMEM. Dies korreliert mit einem 4-fach höheren 
Ausgangsphosphatgehalt in McCoy’s im Vergleich zur Ausgangskonzentration in DMEM. Je 
mehr Phosphat vorhanden ist, desto mehr Phosphat wird durch die mit HA beschichteten 
Eisenschäume aufgenommen.  
Im Gegensatz zu Hydroxylapatit, das der Lösung Calcium und Phosphat entzieht, ist bei der 
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Brushitbeschichtung ein gegenläufiger Prozess zu beobachten. Hier wird bei der Inkubation in 
DMEM über einen Inkubationszeitraum von 28 Tagen ein um 30 % konstant erhöhter 
Calciumwert gemessen. Der Phosphatgehalt ist mit einer Konzentration von 50 µg/mL fast 
doppelt so hoch wie im Ausgangsmedium (30 µg/mL). Diese für die Fe-B zu beobachtende 
Auflösung der Brushitschicht korreliert mit Beobachtungen aus der Literatur [Grover et al. 2003], 
in der ebenfalls die Freisetzung von Calciumphosphat beschrieben wird. Bei der Inkubation der 
Fe-B in McCoy’s (sowie der unmodifizierten Eisenschäume und der mit MgCPC gefüllten 
Proben in DMEM und McCoy’s) dagegen bleiben sowohl Ca- als auch Phosphatgehalt über den 
gesamten Untersuchungszeitraum konstant. Während bei den mit CPC gefüllten Proben die 
wesentlich geringer Oberfläche die Ursache sein wird, können die Ergebnisse der Inkubation 
von Fe-B in McCoy’s auf den hohen Phosphatgehalt im Medium zurückzuführen sein. 
In der Literatur ist die Umwandlung von Brushit in Hydroxylapatit durch zwei Prozesse 
beschrieben: Auflösung und Ausfällung [Xie et al. 2001], wobei verschiedene in vitro-
Untersuchungen zeigten, dass Albumin diese Umwandlung behindert [Xie et al. 2001 und 2002, 
Steinberg et al. 1995]. In verschiedenen anderen Studien wird berichtet, dass Proteine die 
Umwandlung von Calciumphosphaten abhängig von der Art und der Konzentration entweder 
inhibieren oder fördern können [Boskey 1996, Doi et al. 1989]. Ein wichtiger Faktor ist 
außerdem die Konzentration an Calcium-Ionen in der Lösung, die die Löslichkeit von Brushit 
erniedrigen [Kumar et al. 1999]. Serum enthält typisch zwischen 50 und 90 ppm Calcium-Ionen 
[Grover et al. 2003]. Bohner et al. [1997] berichten in diesem Zusammenhang, dass diese 
Konzentrationen die Löslichkeit von Brushit zwischen 2 und 4 % reduzieren im Vergleich zur 
Kontrolle ohne Calcium. Auch Grover et al. [2003] berichten von der inhibierenden Wirkung von 
Serum bei der Auflösung von Brushit und der Umwandlung zu Hydroxylapatit.  
Mittels der Ergebnisse dieser Studien lässt sich das unterschiedliche Lösungsverhalten der mit 
Brushit beschichteten Eisenschäume bei der Inkubation in verschiedenen Zellkulturmedien der 
vorliegenden Arbeit erklären: während bei DMEM mit einem Zusatz von 10 % FBS für die Fe-B 
ein erhöhter Calcium- und Phosphatgehalt im Überstand gemessen wird, hemmt McCoy’s mit 
15 % FBS die Auflösung der Brushitschicht. Im Gegensatz dazu steht allerdings der initiale 
Calciumgehalt der beiden untersuchten Medien. Hier würde man aufgrund der höheren 
Calciumionenkonzentration in DMEM (doppelt so hoch wie in McCoy’s) eher eine hemmende 
Wirkung auf die Löslichkeit der mit Brushit beschichteten Eisenschäume vermuten als in 
McCoy’s. Demnach scheint der Effekt, der im Serum enthaltenen Proteine größer zu sein als 
der Einfluss der Calciumionenkonzentration. Darüber hinaus ist festzuhalten, dass der 
Phosphatgehalt in McCoy’s 4-fach höher liegt und vermutlich dadurch die Brushit-Auflösung 
und die Freisetzung von Calciumphosphat ins Medium (trotz niedrigerem Calciumgehalt) 
gehemmt wird. 
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Elektrochemische Impedanzspektroskopie 
Entsprechend der kaum messbaren Eisenfreisetzung bei der Inkubation der Fe-B zeigen diese 
über den Inkubationszeitraum von 28 Tagen bis darüber hinaus (16 Wochen) mit Abstand die 
größte Impedanz (Abb. 4-18 und Abb. 4-19), die sich durch einen hohen Übergangswiderstand 
(R2) und einen hohen Porenwiderstand (R1) auszeichnet, und damit nahezu keine Korrosion. 
Auffällig ist jedoch, dass die Impedanz bei den Fe-B nicht konstant hoch bleibt, sondern im 
Laufe der Untersuchungen über die Zeit deutlich absinkt (wenn auch die Impedanz nach 
16 Wochen für Fe-B immer noch deutlich höher liegt als für die unmodifizierten bzw. mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume). Dies äußert sich mit einer Abnahme von R1 und 
Q2, sowie einer Zunahme von R2. Dies korreliert mit der gering zunehmenden Eisenfreisetzung 
mit zunehmender Inkubationszeit in Abb. 4-6 und den nach 28 Tagen beobachteten 
Ablagerungen von Korrosionsprodukten auf der Oberfläche (siehe REM-Aufnahmen in                   
Abb. 4-5). Ursache für diese Beobachtungen ist die konstante Abgabe von Calcium- und 
Phosphat-Ionen ins Medium (4.1.5) und die damit einhergehende Auflösung der Brushit-
Schicht. Durch diesen kontinuierlichen Lösungsvorgang wird die schützende Schicht immer 
weiter abgebaut (Abnahme des Porenwiderstandes). Es entstehen „Lücken“, über die der 
darunter liegende Eisenschaum vom Inkubationsmedium angegriffen werden kann und 
Eisenionen langsam freigesetzt werden. Dies bewirkt das Absinken der Impedanz (Zunahme 
des Übergangswiderstandes Metall Elektrolyt) und damit eine schwach zunehmende Korrosion, 
die bereits nach 28 Tagen als Eisenfreisetzung messbar ist.  
Für die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume ist ein umgekehrtes Verhalten zu 
beobachten. Zu Beginn der Inkubation liegt hier die Impedanz sehr niedrig. Die ermittelten 
Werte liegen sogar noch unter denen der unmodifizierten Eisenschäume, die sowohl bei der 
Eisenfreisetzung, der Sauerstoffsättigung und bei der Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies 
die höchste initiale Korrosion zeigen. Im Gegensatz zu den über den weiteren 
Inkubationszeitraum Eisen freisetzenden unbeschichteten Schäumen steigt die Impedanz 
korrelierend zur abnehmenden Eisenfreisetzung für die Fe-HA an. Dies äußert sich in der 
Zunahme beider Widerstände (R1 und R2) sowie einer Abnahme des kapazitiven Elements Q2. 
Auch hier ist die Calciumphosphatbeschichtung der vermutete Auslöser für dieses Verhalten. Im 
Gegensatz zu den mit Brushit beschichteten Proben ist für die Hydroxylapatitbeschichtung eine 
Verarmung der Inkubationslösung an Calcium- und Phosphat-Ionen zu beobachten, die zur 
Abscheidung von Apatit auf der Schaumoberfläche führt. Aufgrund dieser Ablagerung wird die 
Schutzschicht immer kompakter, sodass weniger Eisenionen freigesetzt werden können und es 
zur Zunahme des Porenwiderstandes (R1) und des Übergangswiderstand (R2) kommt. Nach 16 
Wochen ist die Eisenfreisetzung für die Fe-HA soweit zurückgegangen (Abb. 4-6), dass die 
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gemessenen Widerstände fast Werte (Abb. 4-19) erreichen, die denen der kaum 
korrodierenden Fe-B (Abb. 4-20) entsprechen.  
In einem Review von Mansfeld [1995] wird die korrosionsschützende Wirkung von 
Beschichtungen mittels Impedanzspektroskopie untersucht und analysiert. Der Phasenwinkel ist 
dabei ein sehr sensitiver Indikator für die Beschädigung der Beschichtung [Mansfeld 1995]. 
Basierend auf Modellannahmen resultieren die Auf- bzw. Ablösung der Beschichtung und/oder 
die Korrosion in der Abnahme des Porenwiderstandes und des Übergangswiderstandes 
zwischen Metall und Beschichtung sowie in einer Zunahme des kapazitiven Elements der 
Doppelschicht. Dies stimmt mit den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit für die 
unmodifizierten Eisenschäume in Tab. 4-2 überein. Während Q2 über den Inkubationszeitraum 
kontinuierlich ansteigt, und damit den geringsten Korrosionsschutz zeigt [Mansfeld 1995], ist für 
den Porenwiderstand R1 und den Übergangswiderstand R2 Metall-Elektrolyt eine Abnahme zu 
beobachten. Im späteren Inkubationsverlauf nimmt die Eisenfreisetzung entsprechend den 
Ergebnissen in 4.1.1 ab. Dies wirkt sich auch auf R1 und R2 aus, für die durch die verminderte 
Korrosion zunehmende Werte gemessen werden.  
Im Gegensatz dazu ist die initiale Kapazität der Beschichtung für die mit Brushit beschichteten 
Eisenschäume sehr gering. Dies korreliert mit den Beobachtungen von Mansfeld [1995], der in 
Abhängigkeit der Schichtdicke für die dickste Beschichtung die niedrigsten initialen Kapazitäten 
messen konnte. Mit zunehmender Inkubation wirkt sich die Degradation der Beschichtung in 
einer Abnahme des Porenwiderstandes aus. Dies ist in der vorliegenden Arbeit für die 
unmodifzierten Eisenschäume und die Fe-B zu beobachten. Für die mit Hydroxylapatit 
beschichteten Proben nimmt R1 über die Zeit zu. Im Fall der Fe-HA korreliert dies zum einen 
mit den Impedanzen aus Abb. 4-18  und zum anderen mit der Calciumaufnahme aus dem 
Überstand in Abb. 4-15 und Abb. 4-16. Für Fe-B ist über den gesamten Inkubationszeitraum 
eine kontinuierliche Calciumabgabe ins Medium zu beobachten (4.1.5). Dies spiegelt sich auch 
in einer Abnahme des Porenwiderstandes mit steigender Inkubationszeit wider. Korrelierend 
dazu nimmt wie für die korrodierenden Fe der Übergangswiderstand R2 für die mit Brushit 
beschichteten Eisenschäume ab während für die mit Hydroxylapatit beschichteten Proben eine 
Zunahme von R2 (Abb. 4-19) und damit eine Abnahme der Korrosion und eine Zunahme der 
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Zusammenfassung 
Es konnte gezeigt werden, dass die hohe Korrosion von unmodifizierten Eisenschäumen durch 
die Beschichtung mit verschiedenen Calciumphosphatphasen – im Speziellen mit bioaktivem 
Hydroxylapatit [Dorozhkin und Epple 2002, LeGeros et al. 2003] und Brushit, das eine geringe 
Stabilität und eine relativ hohe Löslichkeit in physiologischen Medien aufzeigt [Mandel und Tas 
2010] – verringert bzw. verzögert werden kann.  
Wie die Ergebnisse zur Calciumfreisetzung bzw. zum Calciumbindungsverhalten zeigen, kann 
das unterschiedliche Korrosionsverhalten von Fe-B und Fe-HA in erster Linie aufgrund der 
durch die Calciumphosphatphase bedingten Lösungsvorgänge bzw. Apatit-Abscheidungen 
erklärt werden. Während die mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume der Lösung 
entsprechend der Literatur Calcium- und Phosphat-Ionen entziehen, ist bei der 
Brushitbeschichtung bei Inkubation in DMEM ein gegenläufiger Prozess zu beobachten. In 
McCoy’s, das einen 4-fach höheren Phosphatgehalt aufweist, ist für die Fe-B dagegen keine 
Veränderung der Phosphat- und Calciumionenkonzentration im Inkubationszeitraum von 
28 Tagen messbar. 
5.1.3 Einfluss des Inkubationsmediums auf das Korrosionsverhalten 
Wie bereits im vorangegangen Kapitel dargelegt, ist für die unmodifizierten als auch für die 
CPP-beschichteten Eisenschäume ein vom Inkubationsmedium abhängiges Korrosions-
verhalten zu beobachten. Um den Einfluss der Inhaltsstoffe beurteilen zu können, soll im 
Folgenden die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien DMEM und McCoy’s 
betrachtet werden. Um die Unterschiede besser zu veranschaulichen, sind in Abb. 5-2 die 
wesentlichen Komponenten graphisch dargestellt.  
a b 
Abb. 5-2 Vergleich der Zusammensetzung von DMEM und McCoy’s im Hinblick auf (a) NaHCO3 und NaCl sowie (b) 
KCl, CaCl2, MgSO4*7H2O und NaH2PO4.  
Die Konzentrationen an Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Magnesiumsulfat sind für beide 
Medien gleich. Dagegen sind sowohl im NaHCO3-Gehalt als auch bei den Konzentrationen an 
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Calciumchlorid und Natriumdihydrogenphosphat deutliche Unterschiede zu erkennen. Während 
Calcium und Phosphat vor allem im Hinblick auf die CPP-Beschichtungen interessant sind, 
spielt NaHCO3 im Zusammenspiel mit NaH2PO4 insbesondere bei der Pufferwirkung [Mather 
und Roberts 1998] eine entscheidende Rolle. Ausgehend von einem höheren NaHCO3-Gehalt 
in DMEM wäre entsprechend der Ergebnisse von Xin et al. [2008], die bei der Korrosion von 
Magnesium und Magnesiumlegierungen eine schnellere Passivierung der Oberfläche durch 
erhöhte HCO3-Konzentrationen beobachteten, für DMEM eine niedrigere Korrosion zu erwarten. 
Aufgrund des höheren NaH2PO4-Gehaltes jedoch ist die Pufferwirkung in McCoy’s wesentlich 
höher als in DMEM, sodass die Eisenfreisetzung (4.1.1) in DMEM höher ist als in McCoy’s. 
Darüber hinaus spielen Chlorid- und Phosphatgehalt eine wesentliche Rolle bei der Korrosion in 
DMEM. Wie Müller et al. [2007] mittels verschiedener elektrochemischer Messmethoden an 
Magnesium zeigen konnten, fördert Chlorid die Auflösung des Metalls durch Pitting-Korrosion, 
während für Phosphat eine hemmende Wirkung auf die Korrosion zu beobachten ist. In dem in 
der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellkulturmedium DMEM ist der Calciumchlorid-Gehalt 
doppelt so hoch wie in McCoy’s und könnte somit wie bei den Untersuchungen von Müller et al. 
2007 eine erhöhte Auflösung des Metalls bewirken. Darüber hinaus ist der Phosphatgehalt in 
DMEM 4-fach niedriger als in McCoy’s, sodass die von Müller et al. [2007] beobachtete 
Hemmung der Korrosion durch Phosphat in DMEM wesentlich niedriger ist als in McCoy’s.  
Wie die Ergebnisse aus Abb. 4-15, Abb. 4-16 und Abb. 4-17 zeigen, beeinflusst die 
unterschiedliche Zusammensetzung der beiden Zellkulturmedien nicht nur das 
Korrosionsverhalten der Eisenkomponente sondern auch die Calciumphosphatphase und deren 
Auflösung bei den mit Brushit beschichteten Schäumen bzw. die Apatitabscheidung auf der 
Oberfläche der mit Hydroxylapatit beschichteten Proben. Dabei nimmt in erster Linie der 
unterschiedliche Gehalt an Calcium- und Phosphat-Ionen Einfluss auf die Apatitabscheidung 
[Peltola et al. 1999, Radin et al. 2005, Yan et al 2006]. Aufgrund der doppelt höheren Calcium-
Ionenkonzentration in DMEM wird zwar absolut gesehen in DMEM mehr Calciumphosphat pro 
Schaum abgeschieden als in McCoy’s, allerding ist prozentual dagegen die Verringerung der 
Calcium-Ionen in McCoy’s höher als in DMEM. Dies korreliert mit einem 4-fach höheren 
Phosphatgehalt in McCoy’s, der durch die Hydroxylapatitabscheidung in McCoy’s eine 4-fach 
höhere Verringerung der Phosphatkonzentration bewirkt als in DMEM. Je mehr Phosphat 
vorhanden ist, desto mehr Phosphat wird durch die mit HA beschichteten Eisenschäume 
aufgenommen, desto bioaktiver ist die Probe.  
Wie in der Literatur beschrieben, ist die Konzentration an Calcium-Ionen auch bei der 
Löslichkeit von Brushit ein wichtiger Faktor [Kumar et al. 1999]. Da jedoch erhöhte 
Calciumkonzentrationen die Löslichkeit reduzieren [Bohner et al. 1997, Kumar et al. 1999] kann 
dies nicht die Erklärung für die in der vorliegenden Arbeit zu beobachtende 
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Löslichkeitsabnahme in McCoy’s sein, die aufgrund der höheren Calciumionenkonzentration 
eher in DMEM (doppelt so hoch wie in McCoy’s) zu erwarten wäre. Vielmehr scheinen im Fall 
der mit Brushit beschichteten Eisenschäume der Phosphatgehalt und die Zugabe von Serum, 
das bei der Auflösung von Brushit und der Umwandlung zu Hydroxylapatit inhibierend wirkt 
[Grover et al. 2003], ausschlaggebend für das unterschiedliche Auflösungsverhalten der 
Brushitschicht in den verschiedenen Zellkulturmedien zu sein. Während bei DMEM mit einem 
Zusatz von 10 % FBS für die Fe-B ein erhöhter Calcium- und Phosphatgehalt im Überstand 
gemessen wird, hemmt McCoy’s mit 15 % FBS die Auflösung der Brushitschicht, sodass im 
Vergleich zur Kontrolle kein erhöhter Calciumgehalt festgestellt werden kann. Darüber hinaus 
bewirkt der 4-fach höhere Phosphatgehalt in McCoy’s ebenfalls eine Erniedrigung der 
Löslichkeit von Brushit, sodass die Auflösung der Brushitschicht und die Freisetzung von 
Calciumphosphat ins Medium gehemmt wird.  
Neben der Art des Inkubationsmediums und dessen Ionen-Zusammensetzung kann das 
Korrosionsverhalten der verschiedenen (bioaktivierten) Eisenschäume durch Zugabe von 
Serum  beeinflusst werden (4.1.7). Ein wesentlicher Bestandteil im Serum stellen Proteine dar, 
für die in verschiedenen Studien ein Einfluss auf die Korrosion von Metallen nachgewiesen 
wurde [Brown und Merritt 1980, Williams et al. 1988, Clark und Williams 1982]. Wie bereits 
Brown und Merritt 1980 zeigten, wird die Korrosionsresistenz von Edelstahl durch die Zugabe 
von Albumin stark reduziert. Williams et al. 1988 beobachteten ebenfalls eine erhöhte Korrosion 
von Edelstahl und Titan durch Proteine, während für die Titanlegierung Ti-6Al-4V kein Effekt 
messbar war. Clark und Williams [1982] demonstrierten, dass die Korrosionsrate einiger Metalle 
in Anwesenheit von Proteinen stark erhöht wird. Dabei bewirken verschiedene Proteine 
verschiedene Effekte [Clark und Williams 1982]. Für hochpassivierte Metalle wie Aluminium und 
Titan war die Korrosion vernachlässigbar und Proteine zeigten keinen Effekt. Für Metalle der 
ersten Reihe der Übergangsmetalle dagegen beobachteten die Autoren eine erhöhte Korrosion 
durch die Zugabe von Proteinen. Während für Nickel und Chrom 2-fach bis 4-fach höhere 
Korrosionsraten gemessen wurden, erhöhte die Zugabe von Proteinen bei Cobalt und Kupfer 
die Korrosion um das 30 bis 40-fach [Clark und Williams 1982]. Die niedrige Korrosion in 
Abwesenheit von Proteinen begründeten die Autoren mit einer schützenden Oxidschicht. Da 
Übergangsmetalle keine stabilen Komplexe mit potentiellen Liganden wie Proteinen bilden, ist 
zu vermuten, dass die Proteine mit bereits oxidierten Metall der Oxidschicht reagieren und so 
die darunterliegende Metallschicht angegriffen werden kann [Clark und Williams 1982]. 
Alternativ dazu diskutieren die Autoren die katalytische Wirkung von Proteinen, bei der es zur 
Oxidation des Metalls durch interne Disulfatgruppen und der Bildung eines Protein-Metall-
Komplexes kommt. Auch Kocijan et al. [2003] beobachteten einen signifikanten Effekt auf die 
Korrosion von Metallen, den sie mit einem möglichen Einfluss von Proteinen auf das 
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Passivierungsverhalten bestimmter Metalle wie Eisen, Nickel, Chrom und Molebdän und deren 
Edelstahllegierungen AISI 304 und AISI 316L (AISI - American Iron and Steel Institute) 
begründeten. Durch die Komplexierung gelöster Metallionen wird die Auflösungsrate stimuliert 
und gleichzeitig die Bildung einer schützenden Oxidschicht gehemmt [Kocijan et al. 2003]. 
Dabei konnte in Anwesenheit von Proteinen für Edelstahl AISI 304 ein ähnliches Verhalten wie 
reines Eisen beobachtet werden. 
Auch bei in vitro Untersuchungen zum Korrosionsverhalten von Magnesium wird in der Literatur 
der Einfluss von Proteinen beschrieben [Liu et al. 2007; Müller et al. 2007, Witte et al. 2008]. 
Insbesondere Albumin bewirkt dabei die Bildung einer blockierenden Schicht [Liu et al. 2007, 
Müller et al. 2007], in die sich Calciumphosphate einlagern [Witte et al. 2005 und 2006]. Liu et 
al. [2007] konnten mittels elektrochemischer Verfahren nachweisen, dass durch den Zusatz von 
BSA das Ruhepotential in Richtung eines positiven Wertes verschoben wird und die Korrosion 
unterdrückt wird. Die Korrosionsbeständigkeit war in simulierter Körperflüssigkeit mit 1 g/L BSA 
etwa doppelt so hoch wie ohne Proteinzugabe. Höhere BSA-Konzentrationen bewirkten eine 
weiter sinkende Korrosionsanfälligkeit [Liu et al. 2007]. Auch Müller et al. [2007] beobachteten 
einen hemmenden Einfluss von BSA auf die Korrosion von Magnesium. 
Im Fall der Korrosion von Eisen ist vor allem die Bindung von Fe3+ an Serumproteine wie das 
für den Eisentransport verantwortliche Glycoprotein Transferrin mit zwei Fe3+-Bindungsstellen 
[Ponka 1999, Sheth und Brittenham 2000], welches im Inkubationsmedium durch Zugabe von 
fötalem Kälberserum (FBS) enthalten ist und das Ausfällen von Fe(OH)3 verhindert, nicht zu 
vernachlässigen. Besonders deutlich ist dieser Effekt in Abb. 4-22 zu erkennen. Bereits nach 
einem Tag Lagerung in Zellkulturmedium ohne Zugabe von FBS sind sowohl bei den 
unmodifizierten als auch bei den mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen Ausfällungen von 
Korrosionsprodukten im Well erkennbar. Aufgrund der bereits beschriebenen Tatsache, dass in 
das Medium freigesetzte Fe2+ sofort zu Fe3+ oxidiert wird und dieses bei physiologischem pH-
Wert mit einem Löslichkeitsprodukt von Kfreies Fe(III)=10-18 M nahezu unlöslich ist [Papanikolaou 
und Pantopoulos 2005], kommt es zum beobachteten Ausfallen von rotbraunem Fe(OH)3 
[Pourbaix 1974, Ponka 1999]. Durch Zugabe von FBS und damit einhergehend der Zugabe von 
Transferrin zur Inkubationslösung kann dieses Ausfallen verhindert werden. Weder bei Fe-HA 
noch bei den unmodifizierten Schäumen sind Korrosionspartikel im Überstand nach 1 d 
Lagerung sichtbar. Wie die Rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen aus den Abbildungen 
Abb. 4-25 und Abb. 4-26 zeigen, sind nicht nur bei den stärker korrodierenden Fe-HA 
Korrosionserscheinungen in Abhängigkeit der Zugabe von FBS zu beobachten, sondern auch 
für die mit Brushit beschichteten Eisenschäume. Während bei der Inkubation mit FBS nach 28 d 
nur ein geringer Teil an Korrosionsprodukten auf den Schäumen sichtbar wird, ist die 
Oberfläche bei Lagerung ohne FBS sowohl bei Fe-HA also auch bei Fe-B deutlich mit 
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Korrosionspartikeln bedeckt. Anhand der Studien von Kocijan et al. [2003] ist zu vermuten, dass 
es sich hierbei zum einen um schwarzes Fe3O4 und zum anderen um das bereits beschriebene 
rotbraune Fe(OH)3 handelt. 
Betrachtet man die Gesamteisenfreisetzung unmodifizierter Eisenschäume in Abb. 4-27 a so ist 
festzustellen, dass sich die Zugabe von Transferrin durch die Zugabe von FBS nicht nur 
qualitativ auf die Ausfällung von Korrosionsprodukten sondern auch quantitativ auf die 
Eisenfreisetzung und die Eisenkonzentration im Überstand auswirkt. Im Inkubationszeitraum 
von 4 Tagen mit täglichem Mediumswechsel liegt die gemessene Eisenfreisetzung bei Zugabe 
von FBS mit ca. 1000 µg/g Eisen zu Beginn der Inkubation, mit ca. 500 µg/g Eisen an Tag 2 
und 3 sowie an Tag 4 mit ca. 250 µg/g Eisen jeweils etwa 2-fach höher als ohne FBS. Analog 
dazu ist auch die Gesamteisenionenkonzentration im Überstand ohne FBS ca. doppelt so hoch 
wie bei der Zugabe von FBS.  
Bei der Bestimmung des Anteils an zweiwertigem Eisen in der Lösung fällt auf, dass absolut 
gesehen ohne FBS ca. 1/3 bis 1/4 mehr Fe2+-Ionen im Überstand nachweisbar sind als mit 
FBS. Relativ bezogen auf die Gesamteisenkonzentration jedoch ergibt sich aufgrund der 
höheren Eisenfreisetzung ohne FBS, dass hier der Fe2+-Anteil lediglich bei 15-20 % liegt, 
wohingegen bei der Inkubation mit FBS der Anteil zwischen 20 % und 40 % vom gesamt 
freigesetzten Eisen beträgt. Erklären könnte man dies damit, dass durch das im Serum 
enthaltene Transferrin die Fe3+ stabilisiert werden und nicht als Fe(OH)3 ausfallen. Aufgrund des 
Redoxpotentials stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Fe2+ und Fe3+ (gebunden an Transferrin) 
ein, das mehr bei der oxidierten Form (Fe3+) liegt. Durch das Fehlen von Transferrin bei der 
Inkubation ohne FBS wird das aus Fe2+ oxidierte Fe3+ nicht in Lösung gehalten, sondern fällt als 
schwerlösliches Fe(OH)3 aus. Da sich das Gleichgewicht von Fe2+ zu Fe3+ wieder einstellen 
„muss“, werden weitere Fe2+ in Fe3+ oxidiert, sodass prozentual betrachtet mit 15 % bis 20 % 
der Fe2+-Anteil vom gesamten freigesetzten Eisen niedriger liegt als mit FBS, bei dem 20 % bis 
40 % als Fe2+ vorliegen.  
Um zu untersuchen, ob die Eisenfreisetzung und das Ausfällen von schwerlöslichem Fe(OH)3 
nur durch spezifische Proteine des Eisenstoffwechsels wie das Transferrin abhängig ist, oder 
auch durch andere Proteine beeinflusst werden kann, zeigt Abb. 4-27 neben der Inkubation in 
Medium mit und ohne FBS auch die Ergebnisse der Zugabe von bovinem Serumalbumin (BSA). 
Um zu untersuchen, ob der Einfluss des FBS ausschließlich von dem darin enthaltenen 
Transferrin ausgeht, ist ein Versuch mit reinem Transferrin zwar direkter, aber auch Kosten 
intensiver. Wie die Ergebnisse in Abb. 4-27 bis Abb. 4-29 zeigen, ist bereits der Vergleich von 
FBS mit BSA aufschlussreich. Die Gesamteisenfreisetzung ist verglichen mit der Inkubation 
ohne Proteine ca. ¼ geringer. BSA nimmt hier ähnlichen Einfluss auf das Korrosionsverhalten 
der unmodifizierten Eisenschäume wie FBS, wobei die Eisenfreisetzung mit BSA leicht höher 
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liegt als mit FBS. Auch bei der Gesamteisenionenkonzentration im Überstand ist die gleiche 
Tendenz zu beobachten. Wohingegen ohne Proteine, die Gesamtionenkonzentration im 
Medium ¼ bis ½ fach höher liegt als ohne FBS, ist auch bei der Zugabe von BSA eine 
Abnahme der Eisenkonzentration im Überstand zu beobachten, auch wenn die Werte mit BSA 
leicht über denen mit FBS liegen. Betrachtet man die Fe2+ Konzentration absolut in der Lösung, 
so ist festzustellen, dass mit BSA ähnliche Werte gemessen werden wie ohne Proteine. An 
Tag 1 liegt die Konzentration an Fe2+ sogar mit ca. 30 µg/mL in BSA am höchsten. Relativ 
betrachtet ist allerdings ein ähnliches Korrosionsverhalten der Eisenschäume in FBS und BSA 
zu beobachten. Während ohne Proteinzugabe der Fe2+-Anteil nach 4 Tagen bei ca. 20 % liegt, 
beträgt er bei Zugabe von Proteinen mit ca. 40 % das Doppelte – sowohl mit FBS als auch mit 
BSA. Es zeigt sich folglich, dass bereits durch die Zugabe von BSA das Ausfallen 
schwerlöslicher Korrosionsprodukte unterbunden wird, sodass die Inkubationslösung                
(Abb. 4-28 und Abb. 4-29) klar und durchsichtig erscheint. Nach Absaugen des Mediums 
werden bereits nach einem Tag bzw. 4 d Lagerung im Well ohne FBS/BSA-Zugabe 
Ablagerungen von Korrosionsprodukten sichtbar wohingegen mit FBS bzw. BSA keine 
Ausfällungen erkennbar sind. 
Diese Beobachtungen korrelieren mit Kocijan et al. [2003], die durch Zugabe von Proteinen wie 
Albumin, Fibrinogen, Globulin und Transferrin bzw. durch EDTA ähnliche Effekte beobachteten. 
Dabei waren sowohl der Einfluss als auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Proteinen 
wesentlich geringer als bei der Zugabe von EDTA. Dennoch konnten die Autoren, die Proteine 
anhand ihres Einflusses in Bezug auf das Ausfallen von schwerlöslichem Fe(OH)3 und 
löslichem Anteil von Eisenionen sortieren. Dabei zeigte Transferrin erwartend und auch den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit entsprechend den größten Effekt unter den Proteinen und 
Albumin den geringsten.  
Ein weiterer Unterschied zwischen den untersuchten Inkubationsmedien McCoy’s und DMEM 
ist u.a. der Gehalt an Ascorbinsäure, welche in McCoy’s mit 0,5 mg/L enthalten ist und in 
DMEM fehlt. Ascorbinsäure ist bekannt dafür, die Resorption von Eisen zu erhöhen [Hallberg et 
al.1986, Bendich und Cohen 1990]. Die Ursache für diesen Effekt stellt die reduzierende 
Wirkung der Ascorbinsäure auf Metalle wie Eisen und Kupfer dar [Stohs und Bagchi 1995, Carr 
und Frei 1999, Verrax und Calderon 2008]. Abb. 5-3 zeigt die dabei möglichen Reaktionen von 
Ascorbinsäure. 
Durch die Reaktion von AH- mit Fe3+ (entsprechend Gl. 5-2) kommt es zur Reduktion der  
Eisen-(III)-Ionen zu Fe2+ und der Bildung des Ascorbinsäureradikals [Verrax und Calderon 
2008]. 
AH- + Fe3+ → A-. + Fe2+ H+  Gl. 5-6 
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Abb. 5-3 mögliche Reaktionen von Ascorbinsäure nach Verrax und Calderon 2008 
Im Fall der vorliegenden Arbeit bedeutet dies, dass durch die in McCoy’s enthaltende 
Ascorbinsäure das unter physiologischen Bedingungen vorwiegend vorliegende Fe3+ reduziert 
und so die Bildung von Fe2+ bewirkt, sodass die Korrosion des elementaren Eisens gehemmt 
wird. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in DMEM beobachtete höhere Korrosion der 
unmodifizierten Eisenschäume und der HA-beschichteten Proben im Vergleich zur Inkubation in 
McCoy’s in erster Linie mit unterschiedlichen Ionenkonzentrationen begründet werden kann. 
Insbesondere der 4-fach niedrigere Phosphat- sowie der höhere Chlorid-Gehalt bewirken eine 
niedrigere Korrosionsbeständigkeit im Vergleich zu McCoy’s. Zum anderen ist korrelierend zur 
Literatur [Kocijan et al. 2003] der Einfluss von Serumproteinen wie Transferrin und Albumin auf 
die Korrosion sowohl qualitativ als auch quantitativ festzustellen. Wie die Abbildungen             
Abb. 4-21 bis Abb. 4-26 sehr anschaulich zeigen, wird durch die Zugabe von Proteinen das 
Ausfallen von rotbraunem Fe(OH)3 verzögert bzw. verhindert. Allerdings kann das 
unterschiedliche Korrosionsverhalten der Eisenschäume in den beiden Zellkulturmedien nicht 
über den Proteingehalt erklärt werden, denn da McCoy’s mit 15 % FBS mehr Proteine als 
DMEM (10 %) enthält, würde man hier anhand der Literatur [Kocijan et al. 2003] und der 
Beobachtungen aus 4.1.7 ein umgekehrtes Verhalten erwarten. Demnach ist davon 
auszugehen, dass die unterschiedlichen Ionenkonzentrationen an Phosphat sowie Chlorid die 
Ursache für die unterschiedlichen Korrosionsraten in McCoy’s und DMEM sind. Neben dem 
Einfluss von Ionenzusammensetzung bzw. -konzentration und Proteinzugabe kann die 
Korrosion ferner durch die Zugabe von Ascorbinsäure beeinflusst werden. Dieser Effekt ist 
jedoch deutlich geringer als jener, der durch das Fehlen oder Vorhandensein von Proteinen 
ausgeht. 
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5.1.4 Einfluss der Inkubationsmethode auf das Korrosionsverhalten 
Da jedoch die Ergebnisse aus in vitro und in vivo Korrosion sich zum Teil deutlich unterscheiden 
[Peuster et al. 2006], kann der in vitro Abbau nur Hinweise auf die Tendenz der Korrosionsraten 
in vivo geben. Um den in vivo Bedingungen näher zu kommen erfolgen die in vitro 
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit nicht nur klassisch unter statischen 
Zellkulturbedingungen sondern auch dynamisch in sogenannten Perfusionskammern. Hierbei 
stellt die Wahl der „richtigen“ Durchflussgeschwindigkeit allerdings die größte Herausforderung 
dar. In Anlehnung an die spätere Anwendung als Knochenersatzmaterial wird in der 
vorliegenden Arbeit mit 1 mL/h eine sehr langsame Durchflussrate gewählt. Im Gegensatz zu 
den stark durchbluteten Stents findet im Knochen, der weniger stark durchblutet ist, ein eher 
mäßiger Stoffaustausch statt. 
Wie die Ergebnisse in 4.1.9 zeigen, können durch die dynamische Inkubation die absoluten 
Eisen- und H2O2-Konzentrationen im Überstand in unmittelbarer Eisenschaumnähe im 
Vergleich zur statischen Inkubation entgegen den Erwartungen zwar nicht beeinflusst werden, 
jedoch die Gesamteisenfreisetzung über die Zeit durch einen ständigen Austausch an Medium 
erhöht werden. Die Korrosionsraten liegen mit 600 µg/g Eisen pro Tag nach 4 Tagen bzw. mit 
500 µg/g Eisen pro Tag nach 8 Tagen 200 µg/g Eisen pro Tag über denen der statischen 
Kontrollgruppe (400 µg/g Eisen pro Tag nach 4 Tagen und 300 µg/g Eisen pro Tag). Bei 
längeren Inkubationszeiten ist aufgrund des ständigen Stoffaustauschs eine weitere Steigerung 
der Korrosion durch die Perfusion zu erwarten. Wie vorangegangen begründet, ist die hier 
gewählte Durchflussrate mit 1 mL/h sehr gering, andere Studien [Bancroft et al. 2002, 
Sikavitsas et al. 2003] verwendeten mit 0,3 mL/min und 1 mL/min bzw. sogar 3 mL/min deutlich 
höhere Flussraten. Neben dem Ziel die in vivo Situation so nah wie möglich darzustellen, sind 
die Handhabbarkeit und der Medienverbrauch wesentliche Gründe für die sehr niedrig 
gehaltene Durchflussrate der vorliegenden Arbeit. Zellversuche werden in der Regel über eine 
Inkubationszeit von 4 Wochen durchgeführt, bei einer Durchflussrate von 1mL/min würde dies 
einen Medienverbrauch von 1,44 L pro Tag und 40,32 L in 4 Wochen bedeuten (60-fach höher 
als bei der hier gewählten Flussrate von 1 mL/h mit 6,72 L in 4 Wochen). Eine Möglichkeit den 
Medienverbrauch zu minimieren und gleichzeitig eine höhere Durchflussrate zu ermöglichen, ist 
die Durchführung im Kreislaufsystem. Dies hätte jedoch zur Folge, dass bereits abgeführte 
Korrosionsprodukte und toxisch wirkende Stoffwechselprodukte den Zellen wieder zugeführt 
werden und diese negativ beeinflussen könnten. 
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5.2 Zellbiologische Charakterisierung – mit Zellen 
Wie in Kapitel 1.3 dargestellt, stehen für die zellbiologische Charakterisierung von 
Biomaterialien sowohl indirekte als auch direkte Zellkulturmodelle zur Verfügung (Tab. 1-3). 
Während die Inkubation der Zellen mit Extrakten, auf Zellkultureinsätzen oder mit aufgelegten 
Proben auf Polystyrol adhärierte Zellen in erster Linie für Untersuchungen zur Zytotoxizität und 
Zellkompatibilität dienen, kann im direkten Zell-Material-Kontakt neben Proliferation und 
Differenzierung auch das Adhäsionsverhalten der Zellen auf dem zu untersuchenden 
Materialien analysiert werden. 
5.2.1 Proliferation, osteogene Differenzierung und Mineralisierung                           
im indirekten Zell-Material-Kontakt 
Der erste Schritt, um Biomaterialien auf Zytotoxizität zu untersuchen, ist die Inkubation mit 
Extrakten, die durch Vorinkubation der zu untersuchenden Materialien in Zellkulturmedium 
erhalten werden. Üblich und laut DIN ISO 10993-5 (Prüfungen auf In-vitro-Zytotoxizität) 
vorgeschlagen ist dabei eine 24-stündige Vorlagerung der Materialien im Medium, an die sich 
eine ebenfalls 24-stündige Exposition der Extrakte mit den zu untersuchenden Zellen 
anschließt. In der Literatur werden in der Regel lediglich kurze Inkubationszeiträume von 24 h 
bis maximal 7 d untersucht [Song et al. 2006, Gu et al. 2009, Hänzi et al. 2010]. Anhand solcher 
Untersuchungen können lediglich kurzfristige Einflüsse auf das Zellverhalten bestimmt werden. 
Mittel- und längerfristige Aussagen über Proliferation (Abb. 4-34), Differenzierung (Abb. 4-61, 
Abb. 4-65 und Abb 4-66) oder gar Mineralisierung (Abb. 4-60, Abb. 4-62, Abb. 4-63 und Abb. 
4-64) sind erst durch mehrwöchige Exposition der Extrakte mit den Zellen, wie die Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit in Kapitel 4.2.1.1 und 4.2.3.1 zeigen, möglich. 
 
Einfluss verschiedener Eisenschaum-Extrakte auf die Proliferation 
Während Extrakte von unmodifizierten (Fe), mit Hydroxylapatit beschichteten (Fe-HA) und mit 
Einpasten-Calciumphosphatzement gefüllten Eisenschäume (Fe-B+1P CPC) die Proliferation 
der mesenchymalen Stammzellen auf Polystyrol hemmen, fördern Fe-B und Fe-B+MgCPC 
Extrakte das Zellwachstum. Ursache hierfür ist in erster Linie die erhöhte Eisenkonzentration in 
den erstgenannten Extrakten. Sowohl für Fe und Fe-HA (Abb. 4-1) als auch für die 1P CPC          
(Abb. 4-8 und Abb. 4-9) gefüllten Eisenschäume ist eine erhöhte Eisenfreisetzung in 4.1.1 
messbar, korrelierend dazu ist in Abb. 4-34 die Proliferation der Zellen gehemmt. Dagegen ist 
für die mit Brushit beschichteten Schäume und für die mit MgCPC gefüllten Proben keine 
Eisenfreisetzung messbar (Abb. 4-1, Abb. 4-8 und Abb. 4-9), sodass die Zellen bei Inkubation 
mit Extrakten dieser Schäume proliferieren (Abb. 4-34).  
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Auch über einen längeren Zeitraum von 28 Tagen in Fe-B vorgelagerten Extrakten ist kein 
negativer Einfluss auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen feststellbar. Im 
Gegensatz sie bewirken z.T. sogar bei zwei von drei getesteten Spendern erhöhte Zellzahlen 
sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium. Die stimulierende Wirkung des 
Differenzierungsmediums auf die Proliferation der Zellen in den Fe-B Extrakten und in der 
Kontrollgruppe in DMEM ohne Fe-Vorlagerung kann dabei u.a. auf die zusätzliche 
Phosphatquelle durch die Zugabe von ß-Glycerophosphat zurückgeführt werden. Bereits 
Jaiswal et al. [1997] beobachteten im Differenzierungsmedium erhöhte Zellzahlen an humanen 
mesenchymalen Stammzellen. Sowohl Ascorbinsäure [Fiorentini et al. 2011] als auch geringe 
Konzentrationen an Dexamethason [Wang et al. 2012] werden neben ihrer osteogenen Wirkung 
[Jaiswal et al. 1977, Pittenger et al. 1999, Nuttelman et al. 2005 und Kaveh et al. 2011] teilweise 
auch proliferationsfördernd beschrieben. Song et al. [2009] konnten zeigen, dass durch die 
Zugabe von Dexamethason durch Zelldichte bedingte Apoptose von Stammzellen unterbunden 
werden kann. 
Die zytotoxische Wirkung von Fe-HA Extrakten dagegen wird durch die Zugabe von 
osteogenen Zusätzen teilweise verstärkt und bewirkt eine Abnahme der Zellzahl (Abb. 4-34 b, 
d und f). Wie Abb. 4-30 in 4.1.8 zeigt, erhöht die Zugabe von Ascorbinsäure, die u.a. im 
Differenzierungsmedium enthalten ist, die Eisenfreisetzung. Eine weitere Ursache für die 
erhöhte Zytotoxizität der Fe-HA Extrakte mit osteogenen Additiven ist die Reaktion von 
Ascorbinsäure mit Sauerstoff in Anwesenheit von Metall-Ionen zu Dehydroascorbinsäure unter 
der Bildung von H2O2 [Weissberger und Luvalle 1944, Halliwell und Foyer 1976, Morgan et al. 
1976]. Das dabei gebildete Wasserstoffperoxid bedeutet für die Zellen erhöhten oxidativen 
Stress, der sich wiederum negativ auf die Proliferation auswirkt und die zu beobachtenden 
Zellzahlabnahme erklärt. 
 
Einfluss der Eisenkonzentration auf das Zellverhalten 
Unter der Annahme, dass die zytotoxische Wirkung der Fe-, Fe-HA und Fe-B+1P CPC-Extrakte 
in erster Linie von der korrosionsbedingten Eisenfreisetzung ausgeht, sind in Abb. 4-35, Abb. 
4-36 und Abb. 4-37 die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der Eisenkonzentration 
auf das Zellverhalten von mesenchymalen Stammzellen dargestellt. Sowohl Proliferation als 
auch Morphologie der Zellen werden durch unterschiedliche Eisenkonzentrationen von 
10 µg/mL, 50 µg/mL und 100 µg/mL spender- und konzentrationsabhängig beeinflusst. 
Insbesondere bei den Spendern 282 und 342 wirken sich die beiden hohen Konzentrationen 
negativ auf das Zellverhalten aus. Spender 315 dagegen zeigt nur zu Beginn (7 d) der 
Inkubation konzentrationsabhängig ein leicht gehemmtes Wachstum. Nach 28 Tagen sind 
weder quantitativ (Zellzahl) noch qualitativ (Morphologie) für diesen Spender Unterschiede zur 
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Kontrollgruppe ohne Eisen festzustellen. Die Wahl der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten 
Eisenkonzentrationen beruht u.a. auf den Zytotoxizitätsuntersuchungen von Zhu et al. [2009], 
die den Einfluss von Eisen auf Endothelzellen betrachteten. Wie in Abb. 5-4 erkennbar, liegen 
insbesondere die 3 gewählten Konzentrationen 10 µg/mL, 50 µg/mL und 100 µg/mL in einem 
interessanten Bereich. Während bei der niedrigen Konzentration von 10 g/mL von Tag 1 zu 
Tag 3 eine Zunahme der metabolischen Aktivität der Endothelzellen zu beobachten ist, bleibt 
sie bei 50 µg/mL über den kurzen Untersuchungszeitraum konstant. Bei Zugabe von 100 µg/mL 
Eisen ist bereits an Tag 1 eine Abnahme der metabolischen Aktivität der Zellen im Vergleich zu 
den niedrigeren Eisenkonzentrationen festzustellen. Dies steht im Gegensatz zu der 
vorliegenden Arbeit, bei der nach einem Tag Inkubation der Zellen mit den Extrakten zwischen 
den untersuchten Eisenkonzentrationen noch keine Unterschiede im Zellverhalten zur 
Kontrollgruppe zu beobachten sind. Im späteren Zeitverlauf ist für alle drei untersuchten 
Spender durch die Inkubation in eisenhaltigem Zellkulturmedium ein negativer Einfluss auf die 
Proliferation zu beobachten. Dieser scheint nach den ersten 7 Tagen bei den Spendern 282 
und 342 konzentrationsunabhängig zu sein, während Spender 315 in Abhängigkeit der 
Eisenkonzentration ein gehemmtes Zellwachstum zeigt. Je höher die Fe-Konzentration, desto 
geringer die Zellzahl. Nach 28 Tagen Inkubation ist für Spender 315 kein negativer Einfluss des 
eisenhaltigen Mediums auf die Proliferation mehr zu beobachten, wohingegen bei den 
Spendern 282 und 342 auch nach 28 d eine konzentrationsabhängige hemmende Wirkung 
durch die Inkubation mit Fe-haltigem Medium erkennbar ist.  
 
Abb. 5-4 Untersuchungen von Zhu et al. [2009] zum Einfluss der Eisenkonzentration auf die metabolische Aktivität 
von Endothelzellen.  
Korrelierend dazu zeigen die Abbildungen Abb. 4-35 (b, d und f), Abb. 4-36 und Abb. 4-37 die 
spender- und konzentrationsabhängige Aufnahme von Eisen aus der Umgebungslösung in das 
Zytoplasma der Zellen. Die geringe Hemmung der Proliferation von Spender 315 spiegelt sich 
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auch in der Morphologie der Zellen wider. Während die hMSC der Spender 282 und 342 
insbesondere bei den beiden höheren Eisenkonzentrationen von 100 µg/mL und 50 µg/mL eine 
eher flächige im Fall von hMSC 282 schon nahezu runde Form zeigen, liegen die Zellen von 
Spender 315 wesentlich dichter zusammen und zeigen mit ihrer spindelförmigen Form eine für 
Stammzellen typische Morphologie, die den Bildern der Kontrollgruppen entspricht (Abb. 4-36 
und Abb. 4-37). Die mikroskopisch sichtbare,  kompaktere Zellanordnung bei hMSC 315 
bestätigt die in Abb. 4-35 c quantitativ ermittelten Zellzahlen. Für die Zellen der Spender 282 
und 342 sind korrelierend zu den Ergebnissen der Proliferationsuntersuchungen keine 
deutlichen Unterschiede zwischen 100 µg/mL und 50 µg/mL Eisen erkennbar. Bereits bei der 
mittleren Konzentration von 50 µg/mL sind intensiv rotgefärbte Zellen zu sehen. Lediglich bei 
der geringeren Eisenkonzentration von 10 µg/mL wird der Konzentrationsunterschied 
morphologisch und für Spender 282 auch quantitativ (Abb. 4-35 b) sichtbar.  
Dass es sich bei den rötlichen Verfärbungen im Zytoplasma der Zellen um aus der Umgebung 
aufgenommenes und gespeichertes Eisen handelt, zeigen die Ergebnisse der 
Expressionsuntersuchungen in 4.2.4.4 Bereits nach 7 Tagen Inkubation reagieren die Zellen 
aller 3 getesteter Spender mit erhöhter Genexpression der leichten Polypeptidkette (FTL) des 
Eisenspeicherproteins Ferritin (Abb. 4-80). Dabei ist korrelierend zu den mikroskopischen 
Aufnahmen zu Beginn der Inkubation nach 7 d folgende Tendenz erkennbar: je mehr Eisen im 
Überstand, desto höher die Genexpression für Ferritin. Nach 28 d ist ebenfalls eine 
Konzentrationsabhängigkeit zu beobachten – jedoch mit umgekehrter Tendenz: je niedriger die 
Eisenkonzentration, desto höher die FTL-Genexpression. Eine Erklärung hierfür ist, dass die 
Zellen zunächst konzentrationsabhängig auf den erhöhten Eisengehalt mit erhöhter 
Genexpression des Fe-Speicherproteins reagieren, im Laufe der Inkubation jedoch aufgrund 
der hohen Eisenablagerung im Zytoplasma einer weiteren Eisenaufnahme mit sinkender 
Expression für Ferritin entgegenwirken. Parallel dazu ist in Abb. 4-82 die Genexpression des 
Transferrin Rezeptors TFRC ebenfalls gehemmt, was wiederum die Bindung des 
Eisentransportproteins Transferrin an die Zellmembran reduziert und somit eine weitere 
Eisenaufnahme hemmt. Im Fall der niedrigeren Eisenkonzentration von 10 µg/mL dagegen ist 
der intrazelluläre Eisenspeicher noch nicht erschöpft, sodass die Zellen hier mit erhöhter 
Genexpression von Ferritin nach 28 Tagen reagieren und so das aufgenommene Eisen im 
Zytoplasma speichern können.  
Dies korreliert mit den Untersuchungen von Mueller et al. [2006], die bei Zellen der glatten 
Muskulatur ebenfalls eine Überexpression von Ferritin bei gleichzeitig gehemmter 
Genexpression des Transferrinrezeptors nach Behandlung mit 30 µg/mL Fe(II)-gluconat 
feststellten. Die Autoren konnten dies bereits nach einer Inkubationszeit von 12 h bzw. 24 h 
beobachten, während in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen der erhöhten Eisenzugabe 
Diskussion  217 
sowohl auf die Proliferation als auch auf die mikroskopisch sichtbare Eisenaufnahme und die 
Genexpression Eisenaufnahme und –speicherung relevanter Gene nur teilweise nach 24 h und 
deutlich erst nach 7d messbar sind. Eine Erklärung hierfür ist die unterschiedliche Form der 
Eisenquelle. Während die Zellen bei Mueller et al. [2006] durch das Gluconat mit Eisen-(II)-
Ionen inkubiert wurden, liegt in diesem Versuch der überwiegende Teil des in der Lösung 
vorhandenen Eisens in dreiwertiger Form vor (Abb. 4-22 und Abb. 4-27). Fe2+ ist zwar besser 
löslich und leichter resorbierbar, allerdings erfolgt die rezeptorvermittelte Aufnahme von Eisen in 
die Zelle als an Transferrin gebundenes Fe3+, was wiederrum für eine schnellere und bessere 
Aufnahme des dreiwertigen Eisens sprechen würde. 
 
Einfluss von Fe-B und Fe-HA Extrakten auf Differenzierung und Mineralisierung 
Im Hinblick auf die spätere Anwendung der verschiedenen bioaktivierten Eisenschäume als 
Knochenimplantate ist es notwendig, nicht nur den Einfluss der Extrakte auf die Proliferation der 
Zellen, sondern auch auf die Differenzierung in Richtung Osteoblasten sowie die 
Mineralisierung zu untersuchen. Hierfür sind wie bereits angesprochen längere 
Inkubationszeiten (2-4 Wochen) der Zellen mit den jeweiligen Extrakten notwendig. Wie die 
Ergebnisse in 4.2.3.1 zeigen, können die getesteten mesenchymalen Stammzellen sowohl in 
Fe-B als auch in Fe-HA Extrakten differenzieren (Abb. 4-61 und Abb. 4-65) und mineralisieren 
(Abb. 4-62 und         Abb. 4-64).  
ALP-Aktivität und Calciumphosphatablagerung sind dabei spenderabhängig. Im Durchschnitt 
liegen die Werte für die ALP und für die Calciumphosphatablagerung bei den hMSC der 
Spender 282 und 342 sowohl in den Kontrollgruppen in DMEM Os+ als auch in den Fe-B und 
Fe-HA Extrakten mit osteogenen Zusätzen höher als für die Zellen von Spender 315. Absolut 
gesehen unterscheiden sich die Zellen von Spender 282 und 342 nur gering, jedoch im 
Erscheinungsbild der Ablagerungen von Calciumphosphat auf dem Well-Boden sind auch hier 
spenderabhängig Unterschiede zu beobachten. Während die hMSC von Spender 282 eher 
flächig und relativ gleichmäßig Calciumphosphat abscheideen, bilden die Zellen von Spender 
342 starke lokale Mineralisations-Anhäufungen (Abb. 4-63). In der Literatur [Jaiswal et al. 1997, 
Bruder et al. 1997] sind beide Ablagerungsform zu beobachten. Die flächigen 
Calciumphosphatablagerungen sind dabei von größeren „Löchern“ (Abb. 4-63) unterbrochen, 
sodass die für spongiösen Knochen typische Struktur erkennbar wird. Im Gegensatz zur 
Literatur [Jaiswal et al. 1997, Bruder et al. 1997, Barry et al. 2001] sind die 
Calciumphosphatablagerungen in der vorliegenden Arbeit bereits ohne die übliche van Kossa-
Färbung mikroskopisch sichtbar. 
Tendenziell jedoch zeigen die Zellen aller drei Spender in Abhängigkeit vom 
Inkubationsmedium das gleiche Differenzierungsverhalten. Die relativen ALP-Aktivitäten sind 
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sowohl in den Fe-B Extrakten (Fe-B Os+) als auch in den Extrakten der mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäume (Fe-HA Os+) ähnlich erhöht gegenüber dem Basismedium wie 
auch die Kontrollgruppe. Lediglich die absoluten Werte unterscheiden sich zwischen den Fe-B-
Extrakten und den Fe-HA-Extrakten. Aufgrund der höheren Korrosion der Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäume und der höheren Eisenfreisetzung ist die Proliferation in den Fe-
HA Extrakten wie bereits diskutiert gehemmt, sodass sich dies sowohl auf die absoluten ALP-
Werte (Abb. 4-65) als auch auf die Calciumphosphatablagerungen (Abb. 4-64) auswirkt. In den 
Fe-B-Extrakten ist das Zellwachstum nicht negativ beeinflusst, sodass mehr Zellen absolut 
gesehen mehr ALP und Calciumphosphat bilden können, wie in Abb. 4-61, Abb. 4-62 und Abb. 
4-63 deutlich erkennbar ist.  
Während bei den Zellen von Spender 315 die ALP-Aktivität allgemein niedriger ist als bei den 
hMSC der anderen beiden Spender und ein bioaktiver Effekt in Fe-B Os- und Fe-HA Os- nur 
schwach erkennbar ist, zeigen die Zellen von Spender 282 und 342 in Fe-B und Fe-HA 
Extrakten auch ohne osteogene Zusätze gegenüber dem Kontrollbasismedium DMEM Os- 
erhöhte Enzymaktivitäten. Diese Beobachtungen korrelieren mit den Ergebnissen von Müller et 
al. [2008], die bei Untersuchungen mit Hydroxylapatit ebenfalls erhöhte ALP-Aktivitäten im 
Basismedium im Vergleich zur Kontrollgruppe auf Plastik ohne HA feststellen konnten. Sowohl 
humane mesenchymale Stammzellen als auch humane Osteosarkomazellen der Zelllinie MG-
63 waren bereits ohne die Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason 
durch die Calciumphosphatphase in der Lage in Osteoblasten zu differenzieren. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genexpression bestätigen die Beobachtungen der 
biochemischen Analyse zur ALP-Aktivität sowie der Calciumphosphatablagerung. Im Fall der 
alkalischen Phosphatase wird der bioaktivierende Effekt bei den Fe-HA-Extrakten sogar noch 
deutlicher. Sowohl im Basis- als auch im Differenzierungsmedium zeigen die Zellen aller drei 
Spender eine erhöhte ALP-Genaktivität. Für die Fe-B-Extrakte dagegen ist dieser Effekt nicht zu 
beobachten. Hier liegt das ALP-mRNA-Level im Basismedium wie auch in der Kontrollgruppe 
(DMEM Os-) sehr niedrig. Durch Zugabe der Differenzierungs-Additive ß-Glycerophosphat, 
Ascorbinsäure und Dexamethason reagieren die hMSC aller drei Spender entsprechend der 
Literatur [Mauney et al. 2004, Müller et al. 2008, Bernhardt et al. 2008] erwartend mit einer 
deutlich erhöhten ALP-Genexpression – sowohl in den Fe-B-Extrakten als auch in der 
Kontrollgruppe. 
Für das Matrixprotein Kollagen I können nur zum Teil eindeutigen Tendenzen zur 
Genregulierung festgestellt werden. Im Gegensatz zur ALP zeigen die Zellen aller drei Spender 
in den Fe-HA-Extrakten durch Zugabe osteogener Zusätze eine erniedrigte Genexpression für 
Kollagen I. Dies steht im Gegensatz zur Literatur, in der Kollagen als osteogener Marker 
genannt wird [Aubin et al. 1995, Kuroda et al. 2005, Li et al. 2005, Birmingham et al. 2012], und 
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ist in erster Linie durch die erhöhte Korrosion der Fe-HA im Differenzierungsmedium zu 
begründen. Kollagen als Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix selbst wird als die 
osteogene Differenzierung und die Mineralisierung fördernd beschrieben [Mizuno und Kiboku 
2001, Salasznyk et al. 2004]. Im Fall der hier untersuchten Fe-HA-Extrakte werden zwar für 
Kollagen I ebenfalls hohe Expressionsraten erhalten, jedoch liegen diese im 
Differenzierungsmedium deutlich unter denen des Basismediums, sodass korrelierend zu den in 
4.1.8 und 4.1.10 zu beobachtenden Ergebnissen in Abb. 4-30 und Abb. 4-32 nicht die 
Calicumphosphatphase sondern das Maß der Korrosion und die Eisenfreisetzung die Ursache 
sind. Für Fe-B und die Kontrollgruppen ist keine generelle Aussage möglich. Während die 
Zellen von Spender 315 (in Fe-B und DMEM) und Spender 342 (in DMEM) im 
Differenzierungsmedium eine erhöhte Kollagen-I-mRNA Synthese aufweisen, wird bei den 
hMSC von Spender 282 (in Fe-B und DMEM) und Spender 342 (in Fe-B) die Genexpression für 
Kollagen I im Vergleich zum Basismedium herunter reguliert. Sowohl Li et al. [2005] als auch 
Salasznyk et al. [2004] konnten durch die Zugabe osteogener Additive ebenfalls keinen Einfluss 
auf die Genexpression von Kollagen I beobachten während andere Differenzierungsmarker wie 
ALP, Bone Sialo Protein und Osteocalcin bei Kultivierung im Differenzierungsmedium 
überexprimiert wurden.  
 
Einfluss der Calciumphosphatphase auf das Zellverhalten 
In erster Linie beeinflussen zweifelsohne die Eisenfreisetzung und der durch die erhöhte 
Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies ausgelöste oxidative Stress (ausführliche 
Diskussion siehe Kapitel 5.2.3) das Zellverhalten. Wobei letzteres vorwiegend im direkten Zell-
Material-Kontakt oder auch bei indirekter Inkubation mit aufgelegten Proben oder im 
Zellkultureinsatz eine Rolle spielt und weniger bei Zytotoxizitätsuntersuchungen mit Extrakten. 
Darüber hinaus sollte der Einfluss der Calciumphosphatphase bei den beschichteten wie 
gefüllten Schäumen auf Proliferation und Differenzierung nicht vernachlässigt werden. Nicht nur 
bei direktem Zell-Material-Kontakt, bei dem im Besonderen die Adhäsion der Zellen von der 
Oberflächenstruktur und -zusammensetzung abhängig ist (siehe Diskussion Kapitel 5.2.2), 
sondern bereits bei der indirekten Inkubation sind Auswirkungen auf das Zellwachstum zu 
beobachten, deren Ursache nicht oder nicht nur der Grad der Korrosion sein könnte. 
Insbesondere das Calcium-defizitäre Verhalten der mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume sowie die Calcium- und Phosphat-Freisetzung bei den Brushit-beschichteten 
Proben stellt dabei den größten löslichen Einflussfaktor dar.  
Verschiedene Studien zeigen, dass die vom Material beeinflusste Calcium-Ionenkonzentration 
einen signifikanten Einfluss auf das Zellverhalten von Osteoblasten und Osteoklasten hat [Paul 
und Sharma 2007, Müller et al. 2008, Heinemann et al. 2013]. Heinemann et al. [2013] 
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beschreiben bei Untersuchungen an Xeroglen ein vom Calciumphosphat-Anteil und damit von 
der Bioaktivität abhängiges Zellzahlverhältnis von humanen Osteoblasten zu Osteoklasten, 
wobei vor allem die Proliferation von humanen mesenchymalen Stammzellen als Vorläufer der 
Osteoblasten mit steigender Bioaktivität (Calciumaufnahme durch die Calciumphosphatphase) 
negativ beeinflusst wird. Dreiphasige Xerogele mit einem hohen CPP-Anteil und einer hohen 
Bioaktivität entziehen dem Zellkulturmedium nahezu das gesamte Calcium, sodass hier sehr 
geringe Zellzahlen von mesenchymalen Stammzellen beobachtet werden [Heinemann et al. 
2013]. Durch niedrige extrazelluläre Calcium-Ionenkonzentrationen wird sowohl auf 
mesenchymale Stammzellen als auch auf primäre Osteoblasten beträchtlicher Stress ausgeübt, 
der sowohl Proliferation als auch Differenzierung der Zellen inhibiert [Knabe et al. 2000,   
Hempel et al. 2004]. Ungesinterter Hydroxylapaptit zeigt aufgrund seiner hohen Calcium-
Bindungskapazität sogar zytotoxische Effekte [Malafaya und Reis 2009]. Als mögliche Ursache 
wird in der Literatur [Romanello und D‘Andrea 2001; Heinemann 2011] der intrazelluläre 
Transport von Calcium-Ionen durch gap junctions diskutiert, die sowohl bei der Differenzierung 
von Osteoblasten [Romanello und D‘Andrea 2001] als auch bei der Fusion von Monozyten zu 
mehrkernigen Osteoklasten [Schilling et al. 2008] eine entscheidende Rolle spielen. Während 
hohe Calcium-Ionenkonzentrationen Migration, Proliferation und Differenzierung von 
Osteoblasten stimulieren [Yamaguchi 2008; Barradas et al. 2012], wird die Resorptionsaktivität 
von Osteoklasten durch sehr hohe Calcium-Ionenkonzentrationen bedingte Fehlfunktionen und 
Apaptose der Zellen negativ beeinflusst [Detsch et al. 2008; Negishi-Koga et al. 2009; Sakai et 
al. 2010]. Darüber hinaus zeigen verschiedene Studien, wirkt sich ein hoher extrazellulärer 
Phosphatgehalt inhibierend auf das Zellwachstum aus bzw. kann ebenfalls zur Apoptose führen 
[Knabe et al. 2000, Liu et al. 2009]. 
Die in der vorliegenden Arbeit zu beobachteten Änderungen im Calcium- und Phosphatgehalt 
des Zellkulturmediums dagegen zeigen nur geringen Einfluss auf die Proliferation/Zytotoxizität. 
Die in 4.2.1.1 beobachtete Zytotoxizität der Fe-HA-Extrakte (Abb. 4-34) konnten durch Zugabe 
von Calcium zur Inkubationslösung nicht aufgehoben werden (Ergebnisse nicht dargestellt). 
Daher ist davon auszugehen, dass die Hemmung der Proliferation in erster Linie auf die 
Korrosion und den Eisengehalt in der Lösung zurückzuführen ist. Während bei den 
Untersuchungen zur Differenzierung und Mineralisierung (bereits im vorangegangenen 
Teilabschnitt diskutiert) durch aus die Calciumphosphatbeschichtungen sowohl Brushit als auch 
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Zellkultureinsätze - Untersuchung des Einflusses der Korrosion auf Zellen und 
umgekehrt 
Die Zellkultureinsätze stellen eine geeignete Methode dar, um das Wechselspiel zwischen 
Zellen und Eisenschäumen bei indirekter Inkubation im gleichen Well zu untersuchen, ohne 
dass ein direkter Zell-Material-Kontakt vorliegt. Während bei den im vorangegangen Absatz 
diskutierten Zytotoxizitätsuntersuchungen mit Extrakten der Einfluss von Korrosionsprodukten 
die Zellen im Vordergrund steht, ist es durch die Verwendung von Zellkultureinsätzen möglich 
neben der Eisenkonzentration auch den Einfluss der Sauerstoffsättigung und die Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies auf das Zellverhalten zu untersuchen.  
Wie die Ergebnisse in 4.2.1.2 zeigen, beeinflusst nicht nur die Korrosion das Zellverhalten, 
sondern auch die Zellen nehmen Einfluss auf Eisenfreisetzung (Abb. 4-38 c und Abb. 4-40), 
Sauerstoffsättigung (Abb. 4-38 b) und die Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies wie 
Wasserstoffperoxid (Abb. 4-38 e und Abb. 4-39). Insbesondere bei der getrennten Betrachtung 
von innerem und äußerem Bereich der Zellkultureinsätze wird deutlich, dass sowohl 
Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) als auch mesenchymale Stammzellen die Eisen- und H2O2-
Konzentration erniedrigen und so die Korrosion der Eisenschäume beeinflussen können. 
Während im äußeren Well-Bereich die Eisenkonzentration zwischen der Inkubation der 
Schäume mit und ohne Zellen keine Unterschiede zeigt, werden in Anwesenheit von Zellen im 
Inneren des Zellkultureinsatzes sowohl niedrigere Eisen- als auch niedrigere H2O2-
Konzentrationen gemessen, die wie Abb. 4-40 b zeigt auf Zellaktivität zurückzuführen sind.  
Neben der erhöhten Katalaseaktivität reagieren die Zellen mit erhöhter Genexpression 
Eisenstoffwechsel relevanter Gene wie das Speicherprotein Ferritin (Abb. 4-81) und weiterer 
Enzyme der oxidativen Stressabwehr wie Superoxiddismutase (Abb. 4-83) und Glutathion-
Reduktase (Abb. 4-82 b, d, und f). Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass der 
hemmende Einfluss der Eisenschäume auf die Proliferation der Osteoblasten (Abb. 4-38 d und 
Abb. 4-39) und der Stammzellen (Abb. 4-43) nicht nur direkt durch die erhöhte 
Eisenfreisetzung, welche zweifelsohne den größten Einfluss hat, und den erhöhten oxidativen 
Stress durch reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufen wird, sondern durch die erhöhte 
Genexpression dieser Stressmarkergene die Syntheseleistung des Primärstoffwechsels parallel 
erniedrigt wird und somit die Zellen in ihrer Proliferation gehemmt werden. Diese 
Beobachtungen korrelieren mit den in vitro Versuchen an Zellen der glatten Muskulatur von 
Mueller et al. [2006]. Durch Zugabe von Eisen-(II)-Gluconat konnten die Autoren zeigen, dass 
durch die Anwesenheit von Eisen-(II) Prozesse, die in Verbindung mit der Proliferation der 
Zellen stehen, herunter reguliert  werden – die Genexpression von Zellzyklus und DNA-
Replikation betreffenden Genen ist dabei am stärksten erniedrigt. Während Zellwachstum und 
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Proliferation wie in der vorliegenden Arbeit gehemmt werden, zeigen auch die Muskelzellen 
eine erhöhte Genexpression des Speicherproteins Ferritin. 
Wie bereits in Kapitel 4.2.1.1 ist auch bei der Verwendung von Zellkultureinsätzen eine 
vermehrte Ablagerung von Korrosionsprodukten sowohl messbar (Abb. 4-40 e) als auch 
mikroskopisch in Abb. 4-41 durch die Aufnahme von Eisen in das Zytoplasma der Zellen zu 
beobachten. Auch diese Beobachtung kann mit der erhöhten Genexpression des 
Speicherproteins Ferritin in Abb. 4-81 erklärt werden. Darüber hinaus ist aufgrund der 
Zellaktivität eine Verringerung der Korrosionsrate innerhalb von 7 Tagen um 30 % zu 
beobachten (Abb. 4-40 f). Eine Erklärung hierfür ist, dass durch die räumliche Trennung der 
Zellen auf dem Zellkultureinsatz und den korrodierenden Eisenschäumen die Zellen in der Lage 
sind teilweise zu überleben und durch entsprechende Genregulierung von Eisenstoffwechsel 
und oxidativer Stressabwehr Einfluss auf die Wasserstoffperoxid- und Eisenkonzentration im 
Überstand nehmen. Während das Wasserstoffperoxid durch erhöhte Katalaseaktivität zu 
Wasser und Sauerstoff abgebaut wird, erfolgt durch die Aufnahme von Eisen ins Zytoplasma 
der Zellen eine Erniedrigung der Eisenkonzentration im Inkubationsmedium (Abb. 4-40 a). 
Durch den Entzug an gelösten Eisen aus dem Überstand würde man bei einer 
Gleichgewichtsreaktion eine vermehrte Eisenfreisetzung vermuten. Dies ist jedoch nicht der 
Fall. Vielmehr scheint die durch Zellaktivität erniedrigte Wasserstoffperoxid-Konzentration 
ausschlaggebend für die verringerte Korrosion der Eisenschäume in Anwesenheit von Zellen zu 
sein. Entsprechend der Gleichung (3) in Tabelle 1-4 ist Wasserstoffperoxid maßgeblich an der 
Oxidation von Fe2+ zu Fe3+ unter der Bildung von Hydroxyd-Ionen und Hydroxyd-Radikalen 
beteiligt – in der Literatur als Fenton-Reation beschrieben [Henle und Linn 1997, Winterbourn 
1995]. Je weniger Wasserstoffperoxid zur Verfügung steht, desto weniger Fe2+ kann oxidiert 
werden, sodass die weitere Oxidation von Eisen zu Fe2+ gehemmt wird und die Korrosionsrate 
der Eisenschäume durch die Zellen herabgesetzt wird.  
Im Gegenteil zur Eisen- und H2O2-Konzentration ist der Einfluss der Zellen auf die 
Sauerstoffsättigung nur teilweise zu beobachten. Lediglich zu Beginn nach 1 und 2 Tagen der 
Lagerung der Eisenschäume liegt die Sauerstoffsättigung in Anwesenheit von Zellen etwas 
höher als ohne. Im weiteren Verlauf können zwischen der Inkubation mit und ohne Zellen keine 
Unterschiede in der Sauerstoffsättigung festgestellt werden. Dies kann man damit begründen, 
dass der Sauerstoffverbrauch durch die Zellen im Vergleich zur Korrosion so gering ist, dass 
dies mit der zur Verfügung stehenden Messmethode nicht messbar ist. Eine weitere Erklärung 
wäre, der verminderte Verbrauch an Sauerstoff durch die gehemmte Korrosion bei 
gleichzeitigem Verbrauch an Sauerstoff durch die Stoffwechsel treibenden Zellen, sodass in 
Summe keine Veränderung der Sauerstoffsättigung zu beobachten ist.  
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Zellkultureinsätze, die in der Literatur meist für die in vitro Kultivierung von Co-Kulturen 
Anwendung finden [Sayed et al. 2012], sind nicht nur für Untersuchungen zum Einfluss der 
Korrosion auf das Zellverhalten geeignet, sondern zeigen, dass umgekehrt auch die Zellen 
Korrosionsrelevante Parameter wie  Eisenkonzentration, -freisetzung und Wasserstoffperoxid-
Konzentration insbesondere bei der Inkubation mit stark korrodierenden unmodifizierten 
Eisenschäume beeinflussen können. 
 
Aufgelegte Proben – eine weitere Methode zur Untersuchung der Zytotoxizität  
Eine weitere semi-indirekte Methode Biomaterialien auf Zytotoxizität zu untersuchen stellt die 
Inkubation der Zellen mit aufgelegten Proben dar. Im Vergleich zu den Biokompatibilitätstests 
mit Extrakten kann hier nicht nur der Einfluss „stabiler“ löslicher Faktoren wie die Eisen- und 
Calciumkonzentration untersucht werden, sondern auch die Auswirkung weniger stabiler 
Faktoren wie Sauerstoffgehalt, reaktive Sauerstoffspezies und der pH-Wert. Durch die 
Inkubation der Zellen und der Eisenschäume im gleichen Well ohne Trennung durch eine 
Membran (wie es bei der Verwendung der Zellkultureinsätze der Fall ist) wirkt die Korrosion 
direkt und unmittelbar auf die Zellen ohne räumliche Abschirmung. Darüber hinaus findet an der 
Grenzfläche zwischen Probe und Zellrasen ein erster Zell-Material-Kontakt statt. Wie in         
Abb. 4-42 a zu erkennen, ist aufgrund der Korrosion der Zellrasen mit aufgelegten 
Eisenschäumen weniger dicht als in der Kontrolle ohne Eisen, allerdings ist auch erkennbar, 
dass die Zellen bis an die Probe heran wachsen bzw. in unmittelbarer Umgebung der Probe 
überleben. Im Vergleich zu den Brushit beschichteten Eisenschäumen, die durch das Auflegen 
die Proliferation der mesenchymalen Stammzellen nicht negativ beeinflussen, wird bei den 
unmodifizierten Schäumen dagegen in Abhängigkeit des Inkubationsmediums (vor allem durch 
die Zugabe von Ascorbinsäure) spenderabhängig ein gehemmtes Zellwachstum beobachtet – 
in Differenzierungsmedium bzw. mit Ascorbinsäure im Fall von Spender hMSC 282 und 342 
stärker als im Basismedium ohne Asc. Ursache hierfür ist die bereits bei den Fe-HA Extrakten 
angesprochene Reaktion von Ascorbinsäure mit Sauerstoff in Anwesenheit von Metall-Ionen zu 
Dehydroascorbinsäure und Wasserstoffperoxid [Weisberger und Luvalle 1944, Halliwell und 
Foyer 1976, Morgan et al. 1976]. 
Der Vorteil dieser Inkubationsmethode im Vergleich zu den Zellkultureinsätzen ist in erster Linie 
eine Kostenfrage. Darüber hinaus stehen die für die Genexpressionsuntersuchungen 
benötigten RNA-Mengen im Widerspruch zu der zur Verfügung stehenden Zellzahl, die im Fall 
der Zellkultureinsätze durch die für die Zellen vorhandene Adhäsionsfläche und im Fall der 
direkten Inkubation auf den Proben vor allem durch die Korrosion der unmodifizierten und HA 
beschichteten Eisenschäume limitiert wird. Wie die Ergebnisse in 4.2.1.3, 4.2.4.3 und 4.2.4.4 
zeigen, ist durch die Inkubation mit aufgelegten Proben ein ähnliches Zellverhalten wie in den 
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Zellkultureinsätzen zu beobachten. Je stärker die Korrosion, desto gehemmter die Proliferation 
(Abb. 4-44, Abb. 4-45, Tab. 4-4 und Tab. 4-5). Je stärker die Korrosion, desto höher der 
oxidative Stress, desto höher die Katalaseaktivität (Abb. 4-78) und die Genexpression von 
Enzymen der oxidativen Stressabwehr (Abb. 4-83). Je höher die Eisenfreisetzung, desto mehr 
Eisen wird durch die Zellen aufgenommen und mittels Ferritin im Zytoplasma (Abb. 4-42) 
gespeichert. Die Zellen reagieren dabei mit erhöhter Genexpression für das 
Eisenspeicherprotein (Abb. 4-81) bei gleichzeitig gehemmter Genexpression des 
Transferrinrezeptors TFRC (Abb. 4-82 a, c und e) wie auch Mueller et al. [2006] beobachten 
konnten. Dadurch wird eine weitere Endozytose [Ponka und Lok 1999, Galaris und Pantopoulus 
2008] von Eisen in die Zelle unterbunden bzw. gehemmt.  
Durch die Verwendung der semi-indirekten Inkubation mit aufgelegten Proben lässt sich der 
Einfluss der Korrosion der Eisenschäume auf den zellulären Eisenstoffwechsel und die 
oxidative Stressabwehr, welches beides komplexe Signalkaskaden darstellen, die in 
unmittelbarem Zusammenhang mit einander stehen [Galaris und Pantopoulus 2008], recht 
einfach in vitro untersuchen. Eine detaillierte Betrachtung und Diskussion der Auswirkungen auf 
die Genexpression Eisenstoffwechsel relevanter Gene und die Aktivierung von Enzymen der 
oxidativen Stressabwehr erfolgt in Kapitel 5.2.3. 
5.2.2 Adhäsion, Proliferation und osteogene Differenzierung                                          
im direkten Zell-Material-Kontakt 
Nach Implantation von Biomaterialien in den Körper adsorbieren an deren Oberfläche sehr 
schnell eine Vielzahl von Serumproteinen. Bereits innerhalb der ersten Minute nach 
Implantation konnte die Adsorption von Fibronektin aus Serum an die Oberfläche einer 
Knochenmatrix aus Kollagen gezeigt werden [Reddi 1985]. Neben Wachstumsfaktoren wie 
BMPs, TGFs und VEGF, die direkten Einfluss auf die Zellfunktionen wie Proliferation und 
Differenzierung zeigen, spielen bei der Anheftung von Zellen vor allem die Adhäsionsproteine 
Fibronektin und Vitronektin eine entscheidende Rolle. Diese Glycoproteine der extrazellulären 
Matrix enthalten die als RGD-Sequenz bezeichnete Aminosäuresequenz Arginin-Glycin-
Asparaginsäure, die mit Integrinen der Zellmembran  interagiert  und  somit  die  Adhäsion  der  
Zellen  ermöglicht wird [Siebers  et  al.  2005,  Sawyer  et  al.  2007]. Durch die Integrin-
vermittelte Anheftung wird in den Zellen eine Kaskade von Ereignissen ausgelöst [Miyamoto et 
al. 1995, Howe et al. 2002], die die Zellausspreitung und strukturelle Änderungen im Zytoskelett 
bewirken und fördern [Advincula et al. 2005]. Osteoblasten und mesenchymale Stammzellen, 
als deren Vorläufer, zählen wie Knorpelzellen und Epithelzellen zu den „anchorage-dependent 
cells“, für die eine solche Integrin-vermittelten Adhäsion essentiell ist [Webb et al. 2000, Wilson 
et al. 2005, Wang et al. 2009]. So konnten verschiedene Studien zeigen, dass die Modifikation 
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einer Silikonmembran [Grigoriou et al. 2005] bzw. von Titanplättchen [Secchi et al. 2007] mit 
dem RGD-Peptid im Vergleich zur unmodifizierten Kontrolle die Apoptose von MC3T3-E1 Zellen 
verhindert und die Adhäsion gefördert werden kann.  
Da die Adhäsion Voraussetzung für das Überleben und die Entwicklung von „anchorage-
dependent cells“ ist, soll zunächst das Adhäsionsverhalten von Osteoblasten (SaOs-2) und 
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) gegenüber den verschieden bio-aktivierten 
Eisenschäumen untersucht werden.  
 
Adhäsion 
In Abhängigkeit des Korrosionsverhaltens (Eisenfreisetzung 4.1.1, Sauerstoffsättigung 4.1.2, 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 4.1.3) sind für die verwendeten Zellarten unterschiedliche 
Adhäsionseffizienzen zu beobachten. Hierbei sind die vom Inkubationsmedium abhängige 
Korrosion, die Calciumphosphatphase und die Zellart ausschlaggebend. Die beste Adhäsion 
wird auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen mit knapp 60 % adhärenten Osteoblasten 
und ca. 40 % adhärenten Stammzellen erzielt. Es ist dabei kein Unterschied zwischen den 
Zellkulturmedien McCoy’s und DMEM zu erkennen. Im Vergleich dazu erzielten Tamimi et al. 
[2008] bei ihren Untersuchungen auf Brushit-Zementen mit der murinen Pre-Osteoblasten-
Zelllinie MC3T3-E1 nach 2 Stunden Inkubation in αMEM (10 % FBS, 1 % L-Glutamin und 1 % 
P/S) eine Adhäsionseffiziens von 20 %. Diese konnte durch die Zugabe von Collagen I auf 
60 % gesteigert werden. Mit den Daten der vorliegenden Arbeit ist dies allerdings nur bedingt 
vergleichbar, da hier zum einen Zellen humanen Ursprungs und nicht murine Zellen 
verwendeten werden und zum anderen die Adhäsionszeit mit 2 h bei Tamimi et al. [2008] nur 
halb so lang ist, wie mit 4 h (diese Arbeit). Den Einfluss der Art des Mediums und der 
Medienzusätze würde ich dabei allerdings ausschließen, da einerseits αMEM (verwendet bei 
Tamimi et al. [2008]) dem DMEM (verwendet in der vorliegenden Arbeit) recht vergleichbar ist 
bzw. als ein qualitativ besseres Zellkulturmedium gilt. Andererseits verwendeten Tamimi et al. 
[2008] mit 10 % FBS, 1 % L-Glutamin und 1 % P/S die gleichen Zusätze, wie in der 
vorliegenden Arbeit in DMEM. 
Auch auf mit Hydroxylapatit beschichteten Schäumen spielt es für die Adhäsion keine 
entscheidende Rolle, ob die Zellen in McCoy’s oder in DMEM inkubiert werden. Die 
Adhäsionseffizienz liegt hier mit ca. 40 % für die SaOs-2 Zellen und ca. 30 % für die drei 
getesteten Stammzellspender ca. 1/3 bzw. ¼ niedriger als auf Fe-B. Die Biokompatibilität von 
Brushit [Apelt et al. 2004; Grover et al. 2006] als auch Hydroxylapatit [Suchanek et al. 1998, 
Coathup et al. 2001, Landi et al. 2008] konnte in vitro und in vivo nachgewiesen werden, sodass 
anzunehmen ist, dass die schlechtere Adhäsion auf den mit HA beschichteten Eisenschäumen 
nicht auf die Calciumphosphatphase sondern auf die stärkere Korrosion zurückzuführen ist. 
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Dagegen spricht jedoch, dass Fe-HA in DMEM eine höhere Eisenfreisetzung und eine stärker 
Reduktion der Sauerstoffsättigung als in McCoy’s zeigt, dies sich jedoch nicht im Zellverhalten 
durch niedrigere Adhäsionseffizienzen der Osteoblasten in DMEM widerspiegelt. Während bei 
Fe-B sowohl die SaOs-2 Zellen als auch die Stammzellen zahlenmäßig mehr auf den 
Schäumen als auf dem well-Boden adhärieren, sind bei Fe-HA auf den Proben und im well 
gleich viele Zellen zu finden. Auch dies lässt eher vermuten, dass bei den in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten CPP-beschichteten Eisenschäumen, die Art der Calciumphosphatphase für 
die Adhäsion entscheidender ist als die Eisenfreisetzung. Da bei Addition beider Werte 
(Schaum und Well-Boden) die Gesamtüberlebenszellzahl für die mit Brushit beschichteten 
Schäume mit 80 % für die Osteoblasten und 55 % für hMSC etwas höher liegt als für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume (70 % Osteoblasten und 50 % hMSC), sollte der 
Einfluss der stärkeren Korrosion von Fe-HA im Vergleich zu den nicht korrodierenden Fe-B auf 
das Zellverhalten dennoch nicht vernachlässigt werden. Dass trotz des unterschiedlichen 
Korrosionsverhaltens der mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume in DMEM und 
McCoy’s keine Unterschiede im Adhäsionsverhalten zu beobachten sind, kann daran liegen, 
dass die Proben für alle Zellversuche jeweils 4 Tage in Zellkulturmedium vorinkubiert werden 
und nach dieser Vorinkubation die Eisenkonzentration im Überstand für Fe-HA in DMEM von 
initial 40 µg/mL um den Faktor 4 auf 10 µg/mL und in McCoy’s von initial 15 µg/mL um den 
Faktor 3 auf 5 µg/mL absinkt und sich somit die Eisenkonzentrationen in den jeweiligen 
Zellkulturmedien nur noch gering unterscheiden und somit kaum Einfluss auf die Adhäsion der 
Zellen zeigen. Aufgrund dessen, dass sich weder Adhäsion (Fe-B: 60 % und Fe-HA: 40 %) 
noch Gesamtzellzahl (Fe-B: 80 % und Fe-HA: 70 %) der SaOs-2 Zellen in DMEM und McCoy’s 
unterscheiden und der Unterschied zwischen Fe-B und Fe-HA stärker bei der Adhäsion als bei 
der Gesamtzellzahl zu beobachten ist, ist zu vermuten, dass das unterschiedliche Zellverhalten 
auf den beiden CPP-Beschichtungen primär nicht auf lösliche Faktoren wie Eisengehalt oder 
auch Calciumgehalt (siehe 4.1.5) zurückzuführen ist, sondern die Beschichtung an sich 
ausschlaggebend ist.  
Ergun et al. [2008] zeigten, dass die Adhäsion von Osteoblasten auf Nano-Calciumphosphaten 
mit zunehmenden Ca/P-Verhältnis gesteigert werden kann. Dies steht im Gegensatz zu den 
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit, wo sowohl SaOs-2 Zellen als auch humane 
mesenchymale Stammzellen auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen mit einem Ca/P-
Verhältnis von 1,0 besser adhärieren als auf Fe-HA mit einem Ca/P-Verhältnis von 1,6.  
Es stellt sich die Frage, was sehen die Zellen? Wie bereits zu Beginn dieses Teilkapitels 
erläutert, interagieren die Zellen während des Adhäsionsprozesses in der Regel nicht direkt mit 
dem Material sondern mit Proteinen, die an die Oberfläche gebunden sind. Studien haben 
gezeigt, dass die Beschaffenheit der Oberfläche von Biomaterialien sowohl den Typ und die 
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Konformation als auch die Menge an adsorbierten Proteinen beeinflusst [Andrade et al. 1986]. 
Es ist bekannt, dass Hydroxylapatit besonders gut Proteine adsorbieren kann [Kilpadi et al. 
2001, Woo et al. 2007, Dolatshahi-Pirouz et al. 2009]. Eine besondere Bindungsaffinität zeigt 
HA [Kandori et al. 2007], das aufgrund seines Proteinbindungsverhaltens auch in 
Chromatografiesäulen eingesetzt wird [Tiselius et al. 1956, Kawasaki et al. 1985], zu dem mit 
35 bis 55 mg/mL im Serum am häufigsten vorkommenden Albumin [Jozefowicz et al. 1984], das 
in Bezug auf Zellen jedoch relativ inaktiv ist. 
Um ausschließlich den Effekt der Calciumphosphatphase auf das Zellverhalten wie Adhäsion 
oder auch Proliferation und Differenzierung beurteilen zu können ohne den zusätzlichen 
Einfluss der Metallphase und der daraus resultierenden Korrosion, wäre es nötig in vitro 
Zellversuche mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Brushit und Hydroxylapatit ohne 
Eisenschaum durchzuführen. 
Im Gegensatz zu den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen liegt der Eisengehalt im 
Inkubationsmedium bei den unmodifizierten Schäumen auch nach der Vorlagerung mit 
35 µg/mL in DMEM und 15 µg/mL in McCoy’s noch recht hoch, sodass sich dies auf das 
Zellverhalten (Adhäsion und Überlebenszellzahl) auswirkt, in DMEM stärker als in McCoy’s. 
Aufgrund der stattfindenden Eisenfreisetzung adhärieren lediglich 30 % der SaOs-2 Zellen in 
McCoy’s. In DMEM sind es mit 10 % sogar noch weniger Zellen, die nach 4 h auf den Fe-
Schäumen nachgewiesen werden können. Auch die 3 getesteten hMSC-Spender zeigen mit 
5 % eine sehr schlechte Adhäsion auf den unmodifizierten Eisenschäumen.  
Machida-Sano et al. [2009] konnten zeigen, dass humane Hautfibroblasten auf Alginatfilmen, 
die mit Eisen vernetzt wurden, ebenso gut adhärieren und auch proliferieren wie die 
Kontrollgruppe auf Polystyrol. Dagegen war auf Ca-Alginatfilmen weder eine Adhäsion noch 
Proliferation der Zellen zu beobachten. Der Grund hierfür liegt im Proteinbindungsvermögen der 
dabei untersuchten Alginatfilme. Während die Zellen auf Ca-Alginat, auf dem nur eine geringe 
Proteinadsorbtion stattfand, sowohl mit als auch ohne Zugabe von Serum zum 
Inkubationsmedium eine schlechte Adhäsion zeigten, waren für Fe-Alginat deutliche 
Unterschiede im Adhäsionsverhalten mit/ohne Serum zu beobachten. So war durch die 
fehlende Proteinadsorption bei der Gruppe, die ohne Serum inkubiert wurde, eine deutlich 
schlechtere Adhäsion auf Fe-Alginat zu verzeichnen als mit Serum. 
Im Fall der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Eisenschäume handelt es sich im 
Gegensatz zu den Arbeiten von Machida-Sano et al. [2009] nicht um eine Modifikation der 
Oberfläche mit Eisen, sondern um einen Scaffold, der komplett aus korrodierendem Eisen 
besteht, sodass hier in erster Linie die dadurch ausgelöste Korrosion und der auf die Zellen 
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ausgelöste Stress auf das Zellverhalten und 
damit auch auf die Zelladhäsion Einfluss nimmt. Allerdings zeigen die Ergebnisse der hier 
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angesprochenen Literatur, dass Eisen auch einen positiven Effekt auf Zellen bewirken kann, 
wohingegen der in der vorliegenden Arbeit beobachtete negative Einfluss nicht direkt vom Eisen 
sondern vielmehr von den bei der Korrosion ablaufenden Prozessen ausgeht. 
Zusätzlich zu dem Vorhandensein von Adhäsionsproteinen beeinflussen Oberflächen-
eigenschaften wie Rauhigkeit und Benetzbarkeit das Zellverhalten. So ist aus verschiedenen 
in vivo Studien bekannt, das raue Implantatoberflächen eine höhere Osseointegration bewirken 
als glatte Metallimplantate [Buser et al. 1991, Ronold et al. 2003]. In vitro konnte gezeigt 
werden, dass neben Osteoblasten [Lohmann et al. 2002, Khakbaznejad et al. 2004, Olivares-
Navarret et al. 2010, Gittens et al. 2011] auch Chondrozyten [Schwartz et al. 1996], 
Keratinozyten [Räisänen et al. 2000] und Fibroblasten [Könönen et al. 1992] durch die 
Oberflächentopographie beeinflusst werden können. Deligianni [2000] untersuchten den 
Einfluss der Oberflächenrauigkeit von Hydroxylapatit auf die Adhäsion, Proliferation und 
Differenzierung humaner Stromazellen des Knochenmarks. Während die Rauigkeit keinen 
Einfluss auf die Morphologie der Zellen zeigte, beobachteten die Autoren mit steigendender 
Rauigkeit einen Anstieg an adhärenten Zellen. Je rauer die Oberfläche, desto mehr Zellen 
adhärierten pro Oberflächeneinheit. Darüber hinaus konnte bei den beiden höchsten 
untersuchten Rauigkeiten auch ein zeitlicher Einfluss auf die Adhäsion festgestellt werden. 
Dabei konnte die Zahl der adhärenten Zellen durch eine Erhöhung der Inkubationszeit von 4 h 
auf 18 h signifikant erhöht werden. Dies korreliert mit den Ergebnissen für die Adhäsion auf den 
mit MgCPC gefüllten Eisenschäume der vorliegenden Arbeit (Abb. 4-53), während nach 30 min 
je nach Spender 5 000 Zellen (hMSC 282) bis 10 000 Zellen (hMSC 315) auf den Proben 
adhäriert waren, konnte mit zunehmender Inkubationszeit die Adhäsion nach 24 h auf ca. 15 
000 verbessert werden. Wie in Abb. 3-4 b und d zu sehen weißen die mit MgCPC gefüllten 
Eisenschäume eine sehr unregelmäßige Topographie auf, bei der u.a. auch einige Platten der 
Brushitbeschichtung erkennbar sind. Im Gegensatz zu dieser rauen Oberflächenstruktur steht 
die mit 15 % (für hMSC) und 20 % (für SaOs-2 Zellen) schlechte Adhäsionseffiziens auf diesen 
Proben, obwohl man aufgrund der Ergebnisse aus den Korrosionsuntersuchungen zur 
Eisenfreisetzung, Sauerstoffsättigung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies sowie guter 
Zytotoxizitätsergebnisse aus 4.2.1 ein ähnlich gutes Adhäsionsverhalten der Zellen wie auf den 
mit Brushit beschichteten Schäumen erwarten würde. 
Sader et al. [2009] konnten nach 4 h Inkubation von SaOs-2 Zellen auf mit Magnesium 
modifizierten ß-TCP ein ähnliches Zellverhalten beobachten. Im Vergleich zu unmodifiziertem ß-
TCP zeigte sich nach 4 h eine geringere Anzahl an adhärenten Osteoblasten auf der Mg-
modifizierten Oberfläche als ohne Mg. Erst durch eine längere Adhäsionszeit von 24 h konnte 
ein positiver Effekt durch die Mg-Modifizierung erreicht werden. Hier zeigten sich deutlich mehr 
adhärente, ausgespreitete Zellen auf ß-TCP mit Mg als ohne. Nach 7 Tagen waren die Mg-
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modifizierten Scaffolds vollständig mit Osteoblasten bedeckt wohingegen auf Proben ohne Mg 
eine wesentlich geringere Zellzahl zu finden war. Die Autoren vermuten dabei, dass die Mg2+-
Ionen auf der Biokeramikoberfläche als Mediator für Integrinrezeptoren wirken, die wie 
vorangegangen bereits diskutiert bei der Adhäsion und Zellausspreitung eine wichtige Rolle 
spielen. 
Dass Magnesium einen direkten Einfluss auf die Zellaktivität ausübt, konnte in mehreren 
Studien gezeigt werden: es wirkt mitogen auf Osteoblasten in Kultur und führt bei 
Magnesiumabnahme zu gehemmten Zellwachstum in vitro [Rude et al. 2004].  Ryan et al. 
[1999] berichten von der stimulierenden Wirkung von Mg-Whitlockit auf Proliferation sowie 
Synthese und Sekretion von Kollagen. Landi et al. [2008] demonstrierten durch das Einbringen 
von Magnesium in Hydroxylapatit eine größere Osteokonduktivität und höhere Resorption im 
Vergleich zu reinem HA. Dabei scheint die Nanotopographie einen größeren Effekt auf die 
Proteinadsorption zu bewirken als die Calciumphosphatchemie wie dos Santos et al. [2008] 
beim Vergleich von HA und ß-TCP zeigen konnten. 
Wie die Ergebnisse aus Abb. 4-53 zeigen, kann die geringe Adhäsionseffiziens der 
mesechymalen Stammzellen durch Erhöhung der Inkubationszeit von 4 h auf 24 h korrelierend 
zu den Daten von Sader et al. 2009 verbessert werden, allerdings werden dabei dennoch nur 
Adhäsionseffiziensen von ca. 35 % erreicht. Im Vergleich dazu liegt der Anteil an adhärenten 
Zellen auf mit Brushit beschichteten Eisenschäumen auch nach 24 h Adhäsionszeit doppelt so 
hoch wie bei den Mg-CPC gefüllten Proben. Mögliche Erklärungen für diese Beobachtungen 
könnten sein, dass die Proteinadsorption (nicht gemessen) auf den Fe-B höher ist und somit 
bessere Voraussetzungen für die Zellen geschaffen werden als auf den mit MgCPC gefüllten 
Schäumen. Darüber hinaus ist die spezifische Oberfläche auf den Fe+MgCPC durch die 
Füllung wesentlich geringer als auf den offenporigen mit Brushit beschichteten Eisenschäumen, 
sodass auf den Fe-B eine größere Oberfläche für die Zellen zum Adhärieren zur Verfügung 
steht. 
Im Vergleich zu den mit Mg-CPC gefüllten Schäumen zeigen die mit 1P CPC gefüllten Proben 
bereits in den Zytotoxizitätsuntersuchungen mit Extrakt (4.2.1.1) einen negativen Einfluss auf 
das Zellverhalten. Korrelierend dazu sind sowohl für die Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) als auch 
für die Stammzellen (hMSC) schlechte Adhäsionseffiziensen zu beobachten. Neben der in Abb. 
4-8 und Abb. 4-9 messbaren Eisenfreisetzung kann der Tween-80-Gehalt in den mit 1P CPC 
gefüllten Proben, der auch in anderen in vitro Untersuchungen als Ursache für schlechtere 
Proteinadsorption diskutiert wird [Vater 2009] eine Ursache für die schlechte Adhäsion sein. Im 
Vergleich zu herkömmlichen Pulver-Flüssigkeitszementen die nach 14 d eine 80-100 %ige 
Proteinadsorption aufwiesen, lag die Proteinadsorption bei den 1P CPC lediglich bei 60 %. 
Durch Vorinkubation der Zementproben in humanem Serum (vergleichbar mit der Vorlagerung 
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in FBS-haltigem Zellkulturmedium in der vorliegenden Arbeit) konnte die Autorin entsprechend 
weiterer Ergebnisse aus der Literatur [Schönnmeyr et al. 2008, Sawyer et al. 2007] zeigen, 
dass die Adhäsion von humanen mesenchymalen Stammzellen erhöht werden kann. Im Fall 
der mit      1P CPC gefüllten Eisenschäume bedeutet dies, dass durch die verminderte 
Proteinadsorption auch die davon abhängige Zelladhäsion entscheidend negativ beeinflusst 
wird und somit schlechte Adhäsionseffiziensen erreicht werden. Darüber hinaus diskutiert Vater 
[2009] den Einfluss von durch die 1P CPC eingebrachtem Öl auf das Zellverhalten. Die 
Adhäsionseffiziensen sind wie auch in der vorliegenden Arbeit bei den Zementproben 
zeitabhängig – über einen Inkubationszeitraum von 30 min über 1 h und 4 h bis 24 h ist eine 
kontinuierliche Zunahme adhärenter Zellen zu beobachten. 
 
Proliferation in statischer Zellkultur 
Für das erfolgreiche Einwachsen von Implantaten bzw. die Heilung von Knochendefekten 
sollten  neben der bisher diskutierten Adhäsion auch die Proliferation und Differenzierung von 
Zellen, die am Knochenauf- und -umbau beteiligt sind durch das Einbringen des 
Implantatmaterials nicht negativ beeinflusst werden. Viele Studien beschäftigen sich daher mit 
der Entwicklung von Biomaterialien, mit dem Ziel die natürliche Knochenregeneration zu 
unterstützen bzw. idealer Weise sogar durch das Implantat zu fördern. Durch Proteine der 
extrazellulären Matrix wie Fibronektin, Vitronektin, Osteocalcin und Osteopontin kann nicht nur 
die Adhäsion positiv beeinflusst werden, sondern auch Proliferation und Differenzierung von 
Zellen gefördert werden [Sogo et al. 2007]. Die Zelladhäsion steht in direktem Zusammenhang 
mit strukturellen Änderungen in den Zellen [Advincula et al. 2005], so können Zellen nur dann 
wachsen und proliferieren, wenn sie auch in der Lage sind zu adhärieren und sich 
auszuspreiten [Grigoriou et al 2005].  
Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten im Hinblick auf Zelladhäsion diskutiert, 
besitzen Calciumphosphate wie Hydroxylapatit allgemein eine besonders hohe 
Bindungsaffinität zu Proteinen. Dass dieses Bindungsverhalten auch proliferationsfördernden 
Einfluss hat, konnten Schönmeyr et al. [2008] bei ihren Untersuchungen mit 
serumbeschichteten HA und Osteoblasten in vitro zeigen. 
Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Calciumphosphatbeschichtungen Brushit und 
Hydroxylapatit ist aufgrund der Korrosion der Eisenschäume (4.1) ein positiver Effekt auf die 
Proliferation der Zellen durch die Beschichtung nur eingeschränkt zu beobachten. Vielmehr ist 
die Korrosion der darunterliegenden Metallphase ausschlaggebend für das Zellverhalten. Wie 
die Ergebnisse in 4.2.2.2 zeigen, ist die Proliferationsrate darüber hinaus vor allem vom Zelltyp 
und vom Inkubationsmedium abhängig. SaOs-2 Zellen proliferieren mit einer Verdopplungszeit 
von 37 h [Rodan et al. 1987] bis 43 h [Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
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Zellkulturen] schneller als humane mesenchymale Stammzellen, deren Proliferationsraten von 
Spender zu Spender variieren und mit steigender Passage abnehmen [Bruder et al. 1998, Banfi 
et al. 2000]. Dieses unterschiedliche Proliferationsverhalten der beiden Zelltypen ist auch in der 
vorliegenden Arbeit zu beobachten. Während die Osteoblasten sowohl auf Fe-B als auch auf 
Fe-HA eine sehr gute Proliferation zeigen – bei Fe-B in DMEM besser als in McCoy’s und bei 
Fe-HA aufgrund der vom Inkubationsmedium abhängigen Korrosion in McCoy’s besser als in 
DMEM – proliferieren die Stammzellen langsamer und werden wesentlich stärker durch die 
Korrosion beeinflusst. So ist auf den Brushit beschichteten Eisenschäumen eine gute 
Proliferation zu beobachten, während die Zellzahl auf den Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäumen zu Beginn der Inkubation zunächst abnimmt. Im Verlauf der Zeit sinkt die 
Eisenfreisetzung durch die Fe-HA entsprechend den Ergebnissen in 4.1.1, sodass ab Tag 14 
auch hier eine Zellzahlzunahme der Stammzellen zu beobachten ist.  
Im Fall der Osteoblasten können ebenfalls Material und Inkubationsmedium abhängig 
Unterschiede im Zellverhalten beobachtet werden (Abb. 4-54). Während die Zellzahlkurven in 
Teillabbildung Abb. 4-54 b für Fe-HA in DMEM und für Fe-B in McCoy’s innerhalb der ersten 
14 Tagen (Fe-HA in DMEM) bzw. 7 Tagen (Fe-B in McCoy’s) nur sehr langsam ansteigen, 
gehen die Proliferationskurven für Fe-B in DMEM und für Fe-HA in McCoy’s kurz nach Beginn 
der Besiedlung nach einer nur sehr kurzen lag-Phase in einen linearen Anstieg über. Die SaOs-
2 Zellen proliferieren auf Fe-B in DMEM und auf Fe-HA in McCoy’s demnach schneller als auf 
Fe-B in McCoy’s und auf Fe-HA in DMEM. Ursache hierfür ist zum einen die Art des Mediums 
und dessen Bestandteile. Bereits in den Kontrollversuchen auf PS (Abb. 2-54 e und f) sind für 
die Osteoblasten bei Kultivierung in DMEM höhere Zellzahlen zu beobachten als in McCoy’s. 
Bei der Inkubation auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen ist das gleiche 
Zellverhalten zu erkennen. Dabei sind vor allem kinetische Unterschiede erkennbar, die sich 
lediglich zu Beginn der Inkubation im Kurvenanstieg deutlich machen. Nach 21 Tagen erreichen 
sowohl die in McCoy’s langsam wachsenden Zellen als auch die Osteoblasten in DMEM 
ähnliche hohe Zellzahlen. Im Gegensatz dazu ist die verringerte Proliferation der Zellen auf Fe-
HA in DMEM im Vergleich zu McCoy’s auf das Korrosionsverhalten dieser Schäume im 
jeweiligen Medium zurückzuführen. In DMEM korrodieren die Fe-HA stärker als in McCoy’s, 
sodass sich dies auch in der Proliferation und der Zellzahl auf den Eisenschäumen 
wiederspiegelt. 
Wie bereits in 4.1.5 gezeigt und in 5.1.1 diskutiert, beeinflusst die Calciumphosphat-
beschichtung auch den Calciumgehalt in der Inkubationslösung und somit zum Teil auch das 
Zellverhalten. Während Fe-B Calcium ins Medium (DMEM) abgibt, entzieht Fe-HA dem Medium 
Calcium – in DMEM mehr als in McCoy’s. Mit Konzentrationen von minimal 20 µg/mL zu Beginn 
der Inkubation, die nach 14 Tagen die Werte der Kontrollgruppe von 40 µg/mL in McCoy’s und 
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80 µg/mL in DMEM erreichen, liegen die Werte jedoch ausreichend über der Calciumionen-
Konzentration von 1,8 mmol/L (7,2 µg/mL), unter der die Proliferation von Zellen beeinträchtigt 
wird [Liu et al. 2009]. 
 
Proliferation in dynamischer Zellkultur 
Da sich die Ergebnisse aus in vitro- und in vivo-Versuchen zum Teil deutlich unterscheiden 
[Peuster et al. 2006] können Daten aus klassischen Zellkulturexperimenten nur Hinweise auf 
das Zellverhalten in vivo geben. Um einen kontinuierlichen Flüssigkeits- und Nährstoffaustausch 
zu gewehrleisten und den in vivo Bedingungen näher zu kommen, erfolgen die in vitro 
Untersuchungen nicht nur klassisch unter statischen Zellkulturbedingungen sondern darüber 
hinaus in einer sogenannten Perfusionskultur, bei der die mit Zellen besiedelten Proben unter 
dynamischen Bedingungen mit Kulturmedium permanent durchströmt werden. 
Wie die Ergebnisse in 4.1.9 zeigen, können durch die dynamische Inkubation die absoluten 
Eisen- und H2O2-Konzentrationen im Überstand in unmittelbarer Eisenschaumnähe im 
Vergleich zur statischen Inkubation entgegen den Erwartungen nicht messbar beeinflusst 
werden. Während für die unmodifzierten Eisenschäume bereits bei den SaOs-2 Zellen weder 
statisch noch dynamisch eine Zellzahlzunahme zu beobachten ist, kann für die mit MgCPC 
gefüllten als auch für die mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume sowohl für die 
Osteoblasten als auch für die mesenchymalen Stammzellen die Proliferation durch die 
Verwendung der Perfusion dennoch verbessert werden. Aufgrund der schlechten Zelladhäsion 
auf den Fe-B+MgCPC (Abb. 4-49 und Abb. 4-50) sind auf diesen Proben die Zellzahlen sehr 
gering. Dennoch ist über die Zeit unter dynamischen Kultivierungsbedingungen eine Zunahme 
von SaOs-2 Zellen zu beobachten. Für die mit Hydroxylapatit beschichteten Proben kann durch 
die Verwendung in vivo naher Zellkulturbedingungen die Proliferation beider Zelltypen - SaOs-2 
und hMSC - entscheidend verbessert werden. So ist für die Osteoblasten, die auf den getesten 
Fe-HA* (alte Herstellungsmethode) statisch sogar eine Zellzahlabnahme zeigen, durch die 
dynamische Kultivierung ein umgekehrtes, positives Zellverhalten festzustellen – 
Zellzahlzunahme. Die Eisenschäume, die nach der neueren Methode (3.2.1) mit Hydroxylapatit 
beschichtet werden, bewirken bereits unter klassischen Zellkulturbedingungen (statisch; 
Mediumwechsel 2x wöchentlich) eine geringe Zunahme der Zellzahl. Durch den Einsatz der 
dynamischen Zellkultur kann das Zellverhalten wesentlich positiv beeinflusst werden und die 
Proliferation der Stammzellen um Faktor 4 bis 10 erhöht werden. Die Ursache hierfür muss 
dabei nicht an der Eisen- und H2O2-Konzentration, die messbar durch die Perfusion nicht 
beeinflusst werden, liegen sondern vielmehr an anderen Faktoren wie Calciumgehalt und 
Sauerstoffsättigung.  
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Insbesondere letztere wird im Fall von 3-D Scaffolds als limitierender Faktor diskutiert und 
beschrieben [King und Miller 2007, Zhao et al. 2005, Serra et al. 2010]. Aber nicht nur die 
Proliferation [Mitchell et al. 2004, Duggan et al. 2004] wird durch den für die Zellen zur 
Verfügung stehenden Sauerstoff beeinflusst, auch andere zelluläre Ereignisse wie Adhäsion 
und Ausspreitung [Mitchell et al. 2004, Rotem et al. 1994], Migration [Annabi et al. 2003], 
Bildung extrazellulärer Matrix [Chen et al. 2003, Gebb et al. 2003] und Differenzierung 
[Cipolleschi et al. 1993, Terai et al. 2002] sind Sauerstoff abhängige Prozesse. Insbesondere im 
Inneren von 3-D Scaffolds kann der Sauertstofftransport zu den Zellen und damit die Zelldichte 
durch die Verwendung von Perfusionskultur verbessert werden [Zhao et al. 2005, Zhao et al. 
2007]. 
Neben der Sauerstoffsättigung, die bei den korrodierenden Eisenschäumen Fe und Fe-HA 
zweifelsohne einen großen Einflussfaktor auf das Zellverhalten darstellt, ist im Fall der mit 
Hydroxylapatit beschichteten Schäume der Calciumgehalt ein interessanter Parameter. Wie 
bereits in 5.2.1 diskutiert, zeigen verschiedene Studien, dass die Material bedingte Calcium-
Ionenkonzentration Osteoblasten und Osteoklasten beeinflusst [Paul und Sharma 2007, Müller 
et al. 2008, Heinemann 2011]. Der durch niedrige extrazelluläre Calcium-Ionenkonzentrationen 
auf mesenchymale Stammzellen und primäre Osteoblasten ausgeübte Stress, kann sowohl 
deren Proliferation als auch die Differenzierung der Zellen inhibieren [Knabe et al. 2000, 
Hempel et al. 2004]. Im Fall der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Fe-HA bedeutet dies, 
dass die Erniedrigung der Calcium-Ionenkonzentration durch die Hydroxylapatitbeschichtung 
durch die Perfusion unterbunden bzw. durch den kontinuierlichen Zufluss von frischem Medium 
kompensiert wird, sodass sich dies auf die Proliferation der Zellen positiv auswirkt. Im 
Gegensatz zur statischen Kultur, bei der der reduzierte Calciumgehalt das Zellwachstum 
hemmt, werden die Voraussetzungen für die Zellen in der dynamischen Kultur verbessert, 
sodass die Zellen besser proliferieren als unter statischen Bedingungen. 
Für die Fe-B zeigen die Zellen bereits in der statischen Kultur eine gute Proliferation (4.2.2.2), 
sodass hier keine weitere Steigerung der Zellzahl durch die Perfusion erzielt werden kann. Im 
Gegenteil, durch den ständigen Zufluss an frischem Medium wird der Calciumgehalt in der 
Perfussion bei einer Konzentration wie in der Kontrolle ohne Fe-B gehalten, sodass der 
mögliche positive Effekt der erhöhten Calcium-Ionenkonzentration, wie er in der statischen 
Kultur bei der Inkubation der Fe-B in DMEM vorherrscht, unterbunden wird. 
Unter Zellkulturbedingungen, bei denen Sauerstoff nicht limitierend ist, berichten Zhao et al. 
[2007] von besserer Proliferation durch niedrige Flussraten. Das weniger gute Wachstum bei 
hohen Flussraten begründen die Autoren mit hydrodynamischen Scherstress. Auch wenn die 
Scherkräfte gering gehalten werden, ist es möglich, dass das Zellwachstum durch die 
Entfernung von Wachstumsfördernden Faktoren gehemmt werden kann [Griffith und Swartz 
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2006]. In anderen Fällen dagegen konnte gezeigt werden, dass durch den Abtransport von 
inhibierenden Zytokinen das Wachstum von Stammzellen erhöht wird [Madlambayan et al. 
2005, Madlambayan et al. 2006]. Die in der vorliegenden Arbeit gewählte Flussrate ist mit 
1 mL/h sehr niedrig gehalten, sodass zum einen der negative Einfluss von Scherkräften 
vernachlässigt werden kann, zum anderen stellt die Korrosion der verschiedenen 
Eisenschäume und der damit verbundene oxidative Stress den größten Einflussfaktor im 
Hinblick auf das Zellverhalten in der vorliegenden Arbeit dar, sodass die Entfernung von wie bei 
Griffith und Swartz [2006] diskutierten Wachstumsfördernden Faktoren wenn überhaupt nur 
eine untergeordnete Rolle spielen kann. Darüber hinaus werden die Konzentrationsverhältnisse 
von Nährstoffen, Wachstumsfaktoren, Antibiotika etc. durch den kontinuierlichen Fluss an 
Medium konstant gehalten, sodass optimale Voraussetzungen für die Zellen geschaffen werden 
und hauptsächlich in erster Linie „nur“ mit der Korrosion in Zusammenhang stehende Faktoren 
sowie die Calciumphosphatphase das Zellverhalten beeinflussen. 
 
Da Zellen einer Zelllinie, wie die hier verwendeten SaOs-2 Zellen, genetisch verändert sind, 
können sie stets nur als Modell für Osteoblasten dienen. Aus diesem Grund und aufgrund der 
Rolle von hMSC bei der  Knochenheilung  in  vivo  konzentrieren sich die weiteren 
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit vorwiegend auf die Stammzellen. Die 
spenderabhängige Varianz dieser primären Zellen kann dabei durch in vitro Untersuchungen 
mit mehreren Spendern kompensiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit handelt es 
sich dabei um 3 männliche Spender, die freundlicherweise von  Prof. Martin Bornhäuser 
(Medizinische Klinik I, Universitätsklinikum „Carl Gustav Carus“ der TU Dresden) zur Verfügung 
gestellt werden.  
 
Differenzierung in statischer Zellkultur 
Neben der Fähigkeit zur Selbstreplikation – Zellteilung ohne Differenzierung – wobei durch eine 
hohe Proliferationsrate mit kurzen Zellzyklen eine rasche Vervielfältigung der Zellen ermöglicht 
wird [Bruder et al. 1998], zeichnen sich Stammzellen durch ihre Differenzierbarkeit in andere 
Gewebe aus [Wakitani et al. 1995, Jaiswal et al. 1997, Johnstone et al. 1998, Pittenger et al. 
1999]. Bei der in vitro Testung von Biomaterialien, die Anwendung als Knochenersatz bzw. 
Knochenimplantate finden sollen, liegt der Focus auf dem Einfluss des Materials auf die 
osteogene Differenzierung der Zellen. Die Ablagerung von Calcium in die extrazelluläre Matrix 
und die Bildung alkalischer Phosphatase, die als zeitiger Marker der osteoblastären 
Differenzierung [Golub und Boesze-Battaglia 2007] die Mineralisierung durch Hydrolyse von 
Phosphorsäureestern ermöglicht [Orimo 2010, Sapir-Koren und Livshits 2011], stellen die 
gängigsten Untersuchungsparameter in diesem Zusammenhang dar [Wagner et al. 2005]. 
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Wie die Ergebnisse in 4.2.3.2 und 4.2.3.3 zeigen, sind die mesenchymalen Stammzellen der in 
der vorliegenden Arbeit getesteten Spender nicht nur mit Fe-B und Fe-HA Extrakten (4.2.3.1) in 
der Lage osteogen zu differenzieren und zu mineralisieren. Auch bei direkter Inkubation der 
Zellen auf den Eisenschäumen ist abhängig von der Korrosion, der Beschichtung und der 
Inkubationsmethode (statisch und dynamisch) eine erhöhte ALP-Aktivität und damit eine 
Differenzierung in Richtung Knochenzellen nachweisbar. Während Spender 315 aufgrund sehr 
niedriger ALP-Aktivität in den Zytotoxizitätsversuchen (auch in den Kontrollgruppen) bei den 
Besiedlungsversuchen nicht auf Differenzierbarkeit untersucht wurde, zeigen die beiden 
anderen Spender 282 und 342 auch im direkten Materialkontakt spenderabhängig Unterschiede 
in der Enzymaktivität und der Calciumablagerung, die sich jedoch lediglich in der Höhe der 
Werte niederschlagen. Tendenziell zeigen beide Spender ein ähnliches Differenzierungs-
verhalten. Korrosions- und Zellzahl bedingt sind dabei die Absolutwerte der ALP auf Fe-HA 
geringer als auf Fe-B. Je höher die Korrosion, desto geringere Zellzahlen, desto geringer die 
absolut messbare ALP-Aktivität. Relativ betrachtet zeigen die Zellen auf den mit Hydroxylapatit 
beschichteten Eisenschäumen wie in der Kontrolle auf PS jedoch eine höhere ALP-Aktivität pro 
Zellzahl als auf Fe-B.  
Hydroxylapatit ist das dem im Knochen vorkommenden Knochenapatit in Struktur und 
Eigenschaften ähnlichste Calciumphosphat. Es wird als osteokonduktiv und osteoinduktiv 
beschrieben [LeGeros 2002, Dorozhkin 2010, Swetha et al. 2010]. Verschiedene Studien [Ball 
et al. 2001, Bigi et al. 2005, Fang et al. 2009, Cao et al. 2010, He et al. 2012] zeigen, dass 
durch die Beschichtung mit Hydroxylapatit die alkalische Phosphatase-Aktivität von 
Stammzellen und Osteoblasten im Vergleich zu unbeschichteten Scaffolds deutlich erhöht 
werden kann. Dies korreliert mit den Daten der vorliegenden Arbeit und erklärt die höhere 
relative ALP-Aktivität auf den Fe-HA im Vergleich zu den mit Brushit beschichteten 
Eisenschäumen. Einzig und allein die höhere Korrosion der mit Hydroxylapatit beschichteten 
Schäume wirkt sich hemmend auf die Proliferation aus und damit durch die verringerte Zellzahl 
auch auf die absolute ALP-Aktivität. Während Hydroxylapatit fördernde [Xie et al. 2004] und 
beschleunigende [Shu et al. 2003] Wirkung auf die Differenzierung von Osteoblasten zeigt, 
konnten Shu et al. [2003] gleichzeitig eine Hemmung der Proliferation von Mausosteoblasten 
beobachten. 
Brushit, das im Vergleich zu Hydroxylapatit im physiologischen pH-Bereich löslich ist, besitzt 
neben einer guten Biokompatibilität und Osteokonduktivität außerdem eine gute 
Bioresorbierbarkeit und wird daher oft als Calciumphosphatzement-Komponente verwendet 
[Hofmann et al. 2009; Tamimi et al. 2012; Bohner et al. 2012]. Aufgrund der geringen Korrosion 
(4.1.1, 4.1.2 und 4.1.3), sind die Stammzellen in der Lage auf den Fe-B zu adhärieren, zu 
proliferieren und osteogen zu differenzieren. Bereits unter statischen Kulturbedingungen ist 
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durch die Zugabe osteogener Zusätze sowohl absolut als auch relativ eine Erhöhung der ALP-
Aktivität messbar. 
Im Gegensatz dazu ist bei den Fe-HA sogar zum Teil eine stimulierende Wirkung ohne die 
Zugabe von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und Dexamethason zu beobachten. Während 
die Calciumablagerung (absolut und relativ) bei Anwesenheit von Fe-B höher ist als mit Fe-HA, 
lassen der geringere Unterschied in Basis- und Differenzierungsmedium sowie die Ergebnisse 
in 4.2.3.1 auf die bioaktivierende Wirkung der Hydroxylapatitbeschichtung, die auch in der 
Literatur als die osteoblastäre Differenzierung fördernd beschrieben wird [Shu et al. 2003, Xie et 
al. 2004], schließen.  
Wie die Ergebnisse in Kapitel 4.2.3.2 zeigen, sind humane mesenchymale Stammzellen 
demnach in der Lage auf CPP-bioaktivierten Eisenschäumen in vitro in Richtung Knochenzellen 
zu differenzieren. Sowohl die ALP-Aktivität als auch die Mineralisierung in Form von 
Calciumablagerung kann einerseits durch Zugabe osteogener Zusätze gesteigert werden. 
Andererseits ist in Abb. 4-68 ein verändertes ALP-Maximum der Zellen auf den Fe-HA im 
Vergleich zur Inkubation auf Zellkulturplastik zu beobachten. Während die ALP-Aktivität in der 
Kontrollgruppe erst an Tag 21 nach osteogener Induktion ein typisches Maximum, ist für Fe-HA 
und für Fe-B (Abb. 4-26) bereits an Tag 14 die ALP-Aktivität so hoch wie an Tag 21. Dies 
korreliert mit den Ergebnisse von Shu et al. [2003], die bei der Inkubation von 
Mausosteoblasten auf Hydroxylapatit ebenfalls eine zeitigere Aktivierung der osteoblastären 
Differenzierung im Vergleich zu Plastikoberflächen feststellten. 
 
Differenzierung in dynamischer Zellkultur 
Durch eine dynamische und damit in vivo ähnlichere Inkubation kann entsprechend der 
Ergebnisse in 4.2.3.3 das Differenzierungsverhalten humaner mesenchymaler Stammzellen in 
Richtung Osteoblasten auf den CPP-beschichteten Eisenschäumen noch weiter gesteigert 
werden. Korrosions- und Zellzahl bedingt sind dabei wie bei der statischen Kultur auch bei der 
Perfusion die Absolutwerte der ALP für Fe-HA geringer als auf Fe-B. Relativ betrachtet zeigen 
die Zellen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen jedoch sowohl statisch als 
auch dynamisch eine höhere ALP-Aktivität pro Zellzahl als auf Fe-B. Das im vorigen Absatz 
angesprochene ALP-Maximum verschiebt sich in der Perfusionskultur für beide CPP-
Beschichtungen jedoch wieder von Tag 14 auf Tag 21. Im Gegensatz zu den Beobachtungen in 
der statischen Kultur, in der die ALP-Aktivität über einen längeren Zeitraum konstant erhöht ist, 
bewirkt die dynamische Inkubation neben der Verschiebung des ALP-Maximums darüber 
hinaus eine Erhöhung der absoluten und relativen ALP-Aktivität auf Fe-B und Fe-HA.  
In diesem Zusammenhang werden in der Literatur zwei Parameter diskutiert, die durch 
dynamische Kultivierungsmethoden das Zellverhalten wie Proliferation und Differenzierung 
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beeinflussen – der Einfluss von Scherkräften und der Stofftransport [Yeatts und Fisher 2011]. In 
der vorliegenden Arbeit spielt aufgrund der Korrosion zweifelsohne der Stofftransport die 
entscheidendere Rolle. Wie bereits in 4.2.2.3 gezeigt und unter der vorangegangenen 
Teilüberschrift dieses Kapitels diskutiert, kann insbesondere bei den korrodierenden Fe-HA eine 
Verbesserung der Proliferation in der Perfusion im Vergleich zur statischen Kultur erzielt 
werden. Ursache hierfür ist zum einen der Abtransport von zytotoxischen Korrosionsprodukten 
und reaktiven Sauerstoffspezies und zum anderen die ständige Zufuhr von frischem 
Inkubationsmedium. Letzteres bewirkt auch bei den nicht korrodierenden Fe-B eine gesteigerte 
Zellzahl unter dynamischen Zellkulturbedingungen. Im Fall der Differenzierung lassen die 
Ergebnisse (4.2.3.3) darüber hinaus auch den Einfluss von Scherkräften vermuten. Sowohl 
ALP-Aktivität als auch die Mineralisierung durch die Ablagerung von Calcium in die Matrix kann 
durch Verwendung der Perfusionskultur auf beiden CPP-Beschichtungen gesteigert werden. 
Dies korreliert mit einer Vielzahl von Veröffentlichungen aus der Literatur, die durch dynamische 
Kultivierung und den damit in direkten Zusammenhang stehenden Scherstress ebenfalls eine 
stimulierende Wirkung auf die osteoblastäre Differenzierung mit erhöhte Matrixmineralisierung 
beobachteten [Bancroft et al. 2002, Kapur et al. 2003, Sikavitsas et al. 2003, Datta et al. 2006, 
Bjerre et al. 2008, Scaglione et al. 2008, Yang et al. 2010]. Bancroft et al. [2002] berichten von 
einer gesteigerten Calciumabscheidung mit ansteigender Flussrate. Datta et al. [2006] berichten 
von synergistischen Effekten durch die Kombination einer knochenähnlichen extrazellulären 
Matrix mit dynamischen Inkubationsbedingungen, durch die eine 5-fach gesteigerte 
Mineralisierung im Vergleich zur statischen Kultur erzielt wurde.  
Da Scherkräfte und Stofftransport in direkten Zusammenhang stehen und nicht getrennt 
auftreten, ist der in der Literatur beobachtete Effekt auf die Differenzierung und Mineralisierung 
von Osteoblasten nicht nur die Folge von Scherstress. Die meisten in vitro Untersuchungen 
bewirken durch erhöhte Flussraten sowohl die Erhöhung von Scherkräften als auch einen 
erhöhten Stoffaustausch [Zhaund Fisher 2011].  Einige Studien untersuchen daher den Einfluss 
von Scherstress durch Zugabe von viskosen Stoffen wie Dextran, wobei die Scherkräfte erhöht 
werden und der Stofftransport konstant bleibt [Sikavitsas et al. 2003, Xie et al. 2006, und Li et 
al. 2009]. Durch Zugabe von Dextran wird die Viskosität des Zellkulturmedium erhöht, ohne 
dass Dextran selbst die Osteoblastendifferenzierung beeinflusst [Li et al. 2008]. Sikavitsas et al. 
[2003] bewirkten durch die Zugabe von Dextran eine 2- bis      3-fache höhere Viskosität, die zu 
einer erhöhten Calciumabscheidung führte, wobei die 3-fache Erhöhung der Viskosität und der 
damit erhöhte Scherstress in einer 7-fach erhöhten Mineralisierung resultierte. Li et al. [2009] 
untersuchten beide Effekte separat, in dem sie zum einen den Scherstress konstant hielten und 
den Einfluss der Flussrate auf die osteoblastäre Differenzierung untersuchten. Dabei bewirkte 
ein erhöhter Stofftransport mit Flussraten bis zu 6 mL/min eine Erhöhung osteogener Marker 
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wie ALP und Osteopontin. Eine weitere Steigerung der Perfusion auf 9 mL/min wirkte sich 
dagegen hemmend aus. Dies ist damit zu begründen, dass eine bestimmte Durchflussrate 
benötigt wird, um die Zellen mit ausreichend Nährstoffe zu versorgen, ist diese erreicht, wirkt 
sich ein noch weiter erhöhter Stofftransport störend auf Zell-Zell-Interaktionen aus [Yeatts und 
Fisher 2011]. Zum anderen konnte bei konstanter Flussrate durch erhöhten Scherstress die 
Differenzierung und Mineralisierung der Zellen ebenfalls gesteigert werden. Es zeigt also, dass 
durch Scherkräfte die Osteoblastendifferenzierung positiv beeinflusst wird, der Effekt des 
Stofftransports jedoch stets mit berücksichtigt werden muss und im Zusammenhang mit dem 
Scherstress einen Einfluss auf das Zellverhalten bewirkt. 
Ein weiterer Aspekt, der in Zusammenhang mit 3-D Scaffolds berücksichtigt werden muss, ist 
die Versorgung der Zellen im Scaffold-Inneren. Im Gegensatz zum Gewebe in vivo, das sich 
meist durch ein ausgebildetes Kapillarnetzwerk auszeichnet (Ausnahme: Knorpelgewebe), 
beschränkt sich der Stofftransport in vitro durch die fehlende Vaskularisierung auf 
Diffusionsvorgänge. Mit zunehmender Dicke der Scaffolds werden die Zellen im Inneren, die auf 
die Diffusion von Nährstoffen und Sauerstoff angewiesen sind durch den beschränkten 
Stofftransport begrenzt, sodass eine Zellzahlabnahme im Scaffold-Inneren zu beobachten ist 
[Dunn et al. 2006]. In einem Review von Karageorgiou und Kaplan [2005] wird in diesem 
Zusammenhang der Einfluss der Porosität von 3-D Scaffolds auf die Osteogenese diskutiert. 
Porosität und Porengröße von Scaffolds spielen bei der Knochenbildung sowohl in vitro als 
auch in vivo eine entscheidende Rolle [Karageorgiou und Kaplan 2005]. Mit zunehmender 
Porosität und einer damit einhergehenden Zunahme der Porengröße ist in vitro eine gesteigerte 
Proliferation zu beobachten [Takahashi und Tabata 2004]. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen 
auf Scaffolds mit einer niedrigen Porosität eine erhöhte ALP-Aktivität und Osteocalcin-
Expression. Die Autoren begründeten diesen Effekt mit der durch die geringe Porosität 
gehemmten Proliferation. Bedingt durch die Zellgröße sollte die minimale Porengröße bei 
100 µm liegen [Hulbert et al. 1970]. Allerdings wird in vitro die Osteogenese nicht durch die 
Porengröße beeinflusst, sondern durch eine geringe Porosität verbessert [Karageorgiou und 
Kaplan 2005]. Da in vivo die Knochenbildung jedoch von weiteren Prozessen wie der 
Vaskularisierung abhängt, ist zum einen der Effekt der Porosität auf die Osteogenese 
umgekehrt als in vitro und zum anderen wird beobachtet, dass die Porengröße eine 
Größenordnung höher liegt, als die Mindestanforderung in vitro [Karageorgiou und Kaplan 
2005]. Kleine Poren begünstigen hypoxische Bedingungen, sodass die Bildung von 
Osteochondralen Geweben induziert wird, während größere Poren durch eine verbesserte 
Vaskularisierung zu einer reinen Osteogenese ohne Knorpelbildung führen [Karageorgiou und 
Kaplan 2005]. Im Gegensatz zur von Hulbert et al. [1970] erstmals beschriebenen 
Mindestporengröße von 100 µm, konnten verschiedene Autoren zeigen, dass eine Porengröße 
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von >300 µm die optimale Größe für Knochenbildung in vivo darstellt. Poröse 
Hydroxylapatitblöcke mit verschiedenen Porengrößen (106–212, 212–300, 300–400, 400–500, 
500–600 μm) wurden im subkutanen Rattenmodel mit einander in vivo verglichen [Tsuruga et 
al. 1997; Kuboki et al. 2001]. Alkalische Phosphatase-Aktivität, Osteocalcingehalt und 
Knochenneubildung waren für eine Porengröße im Bereich von 300-400 µm erhöht. Gleichzeitig 
war dies die kritische Größe, oberhalb derer Kapillaren beobachtet werden konnten [Tsuruga et 
al. 1997; Kuboki et al. 2001]. 
Mit einer Porengröße von ca. 550 µm (45 ppi) und einer Porosität von 85 % liegen die 
Eisenschäume sogar über der geforderten Porengröße von 300 µm. Durch die Beschichtung 
mit Calciumphosphaten wie Brushit oder Hydroxylapatit werden die Poren etwas verkleinert 
(Abb. 3-3), sodass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fe-B und Fe-HA der in der 
Literatur als optimal beschriebenen Porengröße recht nahe kommen und insbesondere für die 
Knochenbildung in vivo gute Voraussetzungen diesbezüglich geschaffen sind.  
Um in vitro die Versorgung der Zellen im Inneren der Scaffolds zu gewährleisten bzw. diese zu 
verbessern, stellt die Perfusionskultur wie die Ergebnisse für Proliferation (4.2.2.3), 
Differenzierung (4.2.3.3, Abb. 4-71) und Mineralisierung (4.2.3.3, Abb. 4-72) zeigen, eine 
geeignete Inkubationsmethode dar. Insbesondere der Transport von Sauerstoff spielt dabei 
eine entscheidende Rolle auf zelluläre Prozesse wie Adhäsion und Ausspreitung [Rotem et al. 
1994; Mitchell et al. 2004], Proliferation [Mitchell et al. 2004; Duggan et al. 2004], Migration 
[Annabi et al. 2003], Bildung extrazellulärer Matrix [Chen und Aplin 2003; Gebb und Jones 
2003] und Differenzierung [Cipolleschi et al. 1993; Terai et al. 2002]. Zhao et al. [2005] konnten 
zeigten, dass der Sauerstofftransport einen signifikanten Einfluss auf Proliferation und 
Stoffwechselaktivität von humanen mesenchymalen Stammzellen ausübt. Bereits die 
Verwendung eines dynamischen Spinnerflaschen-Systems führte zu einer besseren 
Versorgung der Zellen im Scaffold-Inneren, sodass eine 20 %ige Erhöhung des DNA-Gehalts 
(21 Tage), eine erhöhte ALP-Aktivität (7 Tage und 21 Tage), ein mehr als zehnfach höherer 
Calciumgehalt (21 Tage) und eine deutlich erhöhte Genexpression zeitiger Osteogenese 
Marker (z.Bsp.: Collagen I, BMP2, RUNX-2) im Vergleich zur statischen Kultur zu beobachten 
war [Stiehler et al. 2009].  
Sauerstoff- und Nährstoffversorgung ist die Voraussetzung für die Zellen Stoffwechsel zu 
betreiben, jedoch werden in der Literatur eine Vielzahl von Studien beschrieben, die den 
Einfluss von Hypoxie (Sauerstoffmangel) auf das Zellverhalten untersuchen. In Abhängigkeit 
vom Zelltyp (primäre Zellen [Warren et al. 2001, Salim et al. 2004] oder Zelllinien [Steinbrech et 
al. 1999, Park et al. 2002, Salim et al. 2004], der Spezies (Mensch [Park et al. 2002, Salim et al. 
2004, Hung et al. 2012], Ratte [Warren et al. 2001] oder Maus [Salim et al. 2004, Steinbrech et 
al. 1999] und den Versuchsbedingungen [von 0,02 % bis 5 % O2), konnten verschiedene 
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Studien sowohl einen negative Einfluss auf Zellwachstum und Differenzierung [Steinbrech et al. 
1999, Park et al. 2002, Salim et al. 2004; D’Ippolito et al. 2006] als auch einen positiven Effekt 
auf Proliferation und Osteoblastendifferenzierung [Warren et al. 2001, Grayson et al. 2007, 
Hung et al. 2012] durch Hypoxie beobachten. Hung et al. [2012] beobachteten nach einer         
7-tägigen Inkubation von hMSCs unter Hypoxie eine gesteigerte Proliferation und Migration der 
Zellen. Darüber hinaus wirkten sich die Hypoxie-Bedingungen während einer 4-wöchigen 
Inkubationsperiode fördernd auf die Osteogenese aus während die Differenzierung der 
Stammzellen zu Adipoblasten (Fettzellen) inhibiert war [Hung et al. 2012]. Im Gegensatz dazu 
beobachteten Potier et al. [2007] nach einer kurzzeitigen Hypoxie von < 1 % für 48 h eine 
verminderte Genexpression von Kollagen und anderen osteoblastären Markern wie Osteocalcin 
und Osteopontin während die Zellen auf den kurzzeitigen Sauerstoffmangel mit erhöhter VEGF-
Genexpression reagierten.  
In vitro werden Zellen meist unter normalen Sauerstoffbedingungen von 21 % Sauerstoff 
kultiviert, obwohl in vivo die physiologischen Werte mit 1-2 % wesentlich niedriger liegen und in 
den meisten Geweben Hypoxie-Bedingungen vorherrschen. Die in der vorliegenden Arbeit 
ermittelten Sauerstoffsättigungen liegen selbst für die unmodifizierten Eisenschäumen, die mit 
einer Sauerstoffsättigung zwischen 40 – 60 % die höchste Korrosion zeigen noch über den 
Werten für Hypoxie (0 - 30 % Sauerstoffsättigung). Da es sich allerdings um Messwerte aus 
Zellkulturüberständen handelt und keine Unterscheidung zwischen Scaffold inneren und 
äußeren Bereichen erfolgte, kann es sein, dass durchaus lokal hypoxische Bedingungen 
vorherrschen, die das Zellverhalten in diesen Bereichen beeinflussen und die Beobachtungen in 
Abb. 4-74 erklären könnten. Während beide untersuchten hMSC Spender bereits bei statischer 
Kultivierung eine deutlich erhöhte ALP Genexpression zeigen, die bei dynamischer Inkubation 
noch weiter erhöht wird, bewirkt im Fall des Kollagens die Zugabe osteogener Zusätze in der 
statischen Kultur eine Abnahme der Genexpression und in der Perfusionskultur eine Zunahme 
der Genexpression des Matrixproteins im Vergleich zum Basismedium. Eine Erklärung dafür 
sind die Untersuchungen von Potier et al. [2007], die durch Hypoxie eine verminderte Kollagen-
Genexpression beobachteten. Die lokal angenommene Hypoxie in statischer Kultur in der 
vorliegenden Arbeit bewirkt möglicher Weise das gleiche Zellverhalten, während durch die 
Verwendung der Perfusionskultur u.a. die Sauerstoffzuvor für die Zellen verbessert wird und 
somit eine erhöhte Genexpression des Matrixproteins zu beobachten ist. 
Die in den Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 beobachtete osteogen stimulierende Wirkung der mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume ohne die Zugabe von Ascorbinsäure,                     
ß-Glycerophosphat und Dexamethason auf die Zellen ist im Fall der dynamischen Inkubation 
nicht zu beobachten. Ohne osteogene Zusätze kann weder auf den mit Brushit noch auf den mit 
HA beschichteten Schäumen im Basismedium unter dynamischen Bedingungen eine Erhöhung 
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der Enzymaktivität der ALP festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnten Holtorf et al. [2005] 
zeigen, dass durch die Verwendung einer Perfusionskultur auch ohne die Zugabe von 
Dexamethason Ratten MSCs osteogen differenzieren. Sowohl mit als auch ohne die Zugabe 
des osteobalstären Stimulus erhöhte sich die alkalische Phosphatase-Aktivität der Zellen durch 
die dynamische Inkubation. Auch späte Marker der osteogenen Differenzierungskaskade wie 
die Sekretion von Osteopontin und die Abscheidung von Calcium konnten durch die Perfusion 
erhöht werden – ebenfalls auch ohne die Zugabe von Dexamethason [Holtorf et al. 2005]. 
Die Mineralisation kann in der vorliegenden Arbeit wie bereits erläutert aufgrund der 
vorhandenen Calciumphosphatbeschichtung auf den Eisenschäumen nur semi-direkt mittels 
Glasträger oder über den Calciumgehalt im Überstand untersucht werden. Dabei wird sowohl 
für Fe-B als auch für Fe-HA die Ablagerung von Calcium auf den Glasträgern durch eine 
dynamische Kultivierung im Differenzierungsmedium erhöht (Abb. 4-72). Relativ betrachtet sind 
die Unterschiede in der Calciumabscheidung in Abhängigkeit der Inkubationsmethode (statisch 
versus dynamisch) zum Teil wesentlich geringer ausgeprägt bzw. sogar umgekehrt im Vergleich 
zu den Absolutwerten. Dies bedeutet, dass in der Perfusionskultur absolut mehr Calcium 
gebildet wird, aber relativ die einzelne Zelle nicht mehr (z.T. eher sogar weniger) Calcium 
abscheidet als statisch. Das heißt, dass relativ betrachtet durch die dynamische Inkubation 
insbesondere der Fe-HA nicht die Calciumabscheidung der einzelnen Zellen gesteigert wird, 
sondern die erhöhte Mineralisation (absolut) vielmehr aus einer gesteigerten Proliferation 
(Abb. 4-59) resultiert. Je mehr Zellen, desto mehr können differenzieren und mineralisieren. 
Korrelierend zur Calciumablagerung ist in Anwesenheit von Fe-B im Differenzierungsmedium 
sowohl statisch als auch dynamisch eine Abnahme des Calciumgehaltes im Überstand messbar 
(Abb. 4-73). Während bei der Inkubation ohne Fe-B keine Veränderung zwischen Basis- und 
Differenzierungsmedium zu beobachten ist, wird bei Zugabe osteogener Zusätze mit Fe-B 
statisch der Calciumgehalt um 1/3 und dynamisch um die Hälfte durch Zellaktivität (Ablagerung 
von Calcium) erniedrigt. In Zusammenhang mit den relativen ALP-Aktivitäten in Abb. 4-71 d 
und der im Fall der Fe-B durch die Perfusion nicht weiter erhöhten Zellzahl in Abb. 4-59 b ist 
diese Beobachtung im Gegensatz zu den korrodierenden Fe-HA nicht das Ergebnis einer 
gesteigerten Proliferation sondern einer gesteigerten osteogenen Differenzierung und 
Mineralisierung wie sie auch in der Literatur [Bancroft et al. 2002, Kapur et al. 2003, Sikavitsas 
et al. 2003, Datta et al. 2006, Bjerre et al. 2008, Scaglione et al. 2008, Yang et al. 2010] 
beschrieben wird. 
Proliferation und Differenzierung stellen gegenläufige Prozesse dar, d.h. dass eine Zelle 
entweder proliferiert oder differenziert. So beobachteten Kaspar et al. [2000] eine Erhöhung der 
Proliferation von humanen Osteoblasten und eine gesteigerte Bildung von carboxyterminalem 
Propeptid des Kollagen Type I, das für eine frühe Osteoblastenaktivität in Zusammenhang mit 
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der Matrixsynthese steht [Mizuno et al. 2000], bei gleichzeitiger Erniedrigung der ALP-Aktivität, 
die für differenzierte Osteoblasten gilt und für die Matrixmineralisation steht. Dies ist bei 
Betrachtung der Ergebnisse in 4.2.2.3 und 4.2.3.3 nur bedingt zu beobachten. Zum einen 
zeigen die osteogen induzierten Zellen erwartend eine Erhöhung der ALP-Aktivität in Abb. 4-71 
und damit eine Differenzierung in Osteoblasten. Zum anderen ist bei Zugabe von                     
ß-Glycerophosphat, Dexamethason und Ascorbinsäure im Vergleich zum Basismedium ohne 
osteogene Stimuli sowohl auf Fe-B (Abb. 4-59 b) als auch auf Fe-HA (Abb. 4-59 a) auch eine 
gesteigerte Proliferation zu beobachten. Dies liegt zum einen an der Proliferation fördernden 
Wirkung von Ascorbinsäure [Takamizawa et al. 2004; Wanga et al. 2006; Choi et al. 2008; 
Potdar und D'Souza 2010] und zum anderen daran, dass es sich bei den Stammzellen, die aus 
Knochenmark isoliert werden, nicht um eine einheitliche Zellpopulation handelt, sondern eine 
heterogene Mischung von Zellen verschiedener (osteogener) Differenzierungsstadien darstellt 
[Mendes et al. 2004]. Im Gegensatz zu anderen Zelltypen wie den hämatopoetischen 
Stammzellen, die anhand des spezifischen Oberflächenmarkers CD34 eindeutig identifiziert 
werden können [Buckner et al. 1970, Morrison und Weissmann 1994], gibt es für die MSCs 
keinen eindeutigen Stammzellmarker [Gronthos et al. 2001, Sekiya et al. 2002], einziges 
Einschlusskriterium für Stammzellen ist die Fähigkeit auf Plastikoberflächen zu adhärieren 
[Muraglia et al. 2000, Javazon et al. 2004]. 
Eine weitere Erklärung ist, dass die Zellen nur dann differenzieren, wenn sie eine ausreichende 
Konfluenz bzw. Zelldichte erreicht haben. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass durch die 
Zelldichte sowohl Proliferation als auch Differenzierung von Zellen beeinflusst werden kann 
[Jaiswal et al. 1997; Siggelkow et al. 1999; Pautke 2004; Hui et al. 2008]. Pautke [2004] 
beobachtete bei seinen Untersuchungen mit humanen Osteoblasten und mesenchymalen 
Stammzellen, dass insbesondere die Osteoblasten eine Zelldichte-Abhängigkeit für Osteocalcin 
und Decorin, die nur bei vollständiger Konfluenz gebildet wurden, zeigten. Bei anderen 
osteogenen Markern wie dem Bone Sialoprotein, Osteonectin und Osteopontin dagegen war 
kein Einfluss der Zelldichte erkennbar, hier waren bereits bei einer Subkonfluenz von 50 % 
positive Signale detektierbar [Pautke 2004]. In früheren Untersuchungen von Jaiswal et al. 
[1997] konnte weder die Proliferation noch die ALP-Aktivität von humanen mesenchymalen 
Stammzellen über die Zelldichte beeinflusst werden. Während eine höhere Besiedlungsdichte in 
einer höheren Mineralisierung resultierte [Jaiswal et al. 1997]. Hui et al. [2008] beobachteten bei 
höherer Zelldichte eine höhere Sekretion chondrogen-spezifischer extrazellulärer Matrix und 
zeigten damit, dass auch das Differenzierungsverhalten von hMSC in Knorpelzellen über die 
Zelldichte beeinflusst werden kann. In diesem Zusammenhang war neben einem gesteigerten 
Gehalt an Glucosaminoglykanen und Typ II Kollagen eine Überexpression chondrogen-
spezifische Markergene zu beobachten [Hui et al. 2008]. 
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5.2.3 Einfluss der Korrosion auf Eisenstoffwechsel und Oxidativen Stress 
Im Gegensatz zu anderen Metallen wie Arsen, Chrom oder Nickel zeigt Eisen keine 
karzinogenen Eigenschaften per se [Papanikolaou und Pantopoulos 2005]. Dennoch wird 
Eisenüberladung mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert [Huang 2003]. Die durch die 
Hämochromatose hervorgerufene Leberschädigung erhöht dabei vor allem das Risiko für das 
Hepatozelluläre Karzinom [Deugnier und Turlin 2001]. Andere Krebsformen wie 
Speiseröhrekrebs, Hautmelanom und akute myeloische Leukämie werden ebenfalls mit 
Hämochromatose in Verbindung gebracht [Papanikolaou und Pantopoulos 2005]. 
Eisenüberladung stört das Redoxgleichgewicht in den Zellen und erzeugt so chronischen 
oxidativen Stress, der Signalkaskaden aktiviert, die das Zellwachstum und 
Transformationsprozesse beeinflussen [Benhar et al. 2002; Finkel 2000]. Eiseninduzierter 
chronischer oxidativer Stress führt zu Mutationen in Haushaltsgenen oder DNA-Reparatur-
Genen, hervorgerufen durch Hydroxylradikale [Calvisi et al. 2005]. Zurückzuführen ist dies auf 
eine erhöhte Lipid-Peroxidation und erhöhte Mutationsfrequenz im Tumor suppresor Gen p53, 
welches in nicht-tumorartigen Leberproben von HH- und Wilson-Patienten (Kupferüberladung) 
nachgewiesen wurde [Hussain et al. 2000]. Neben den Hydroxylradikalen spielen aber auch 
Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid eine wichtige Rolle bei der Krebsbildung [Marra et al. 
2011]. Das karzinogene Potential von Eisen rührt dabei in erster Linie von der Bildung dieser 
reaktiver Sauerstoffspezies und dem damit verbundenen oxidativen Stress her.  
Das Abfangen der Hydroxylradikale als Hauptverursacher für oxidative Schäden ist aufgrund 
der begrenzten Fängerkonzentration in vivo und der kurzen Halbwertszeit von •OH nur begrenzt 
möglich [Sies 1993]. Aus diesem Grund ist der Körper gezwungen die Bildung dieser 
hochreaktiven Sauerstoffspezies zu unterbinden. Dies erfolgt durch die Bindung von Eisen an 
die Transport- und Speicherproteine Transferrin und Ferritin, die das Eisen vor der Reaktion mit 
H2O2 schützen [Halliwell und Gutteridge 1992, Sies 1993, Meneghini 1997] und die Hauptquelle 
für die Entstehung von Hydroxylradikalen, die Eisen(II)-vermittelte FENTON-Reaktion 
[Meneghini 1997] unterbinden. Ein weiterer wichtiger Schutzmechanismus ist das Entgiften der 
zur Hydroxylradikal-Bildung beitragenden reaktiven Sauerstoffspezies wie Superoxidanion und 
Wasserstoffperoxid [Halliwell und Gutteridge 2000] durch anti-oxidative Substanzen bzw. 
Enyzme der oxidativen Stressabwehr. Der enzymatische Abbau von Superoxidanionen erfolgt 
über die Superoxiddismutase [McCord und Fridovich 1969, Halliwell 1974], die die Umwandlung 
der Superoxidradikale zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid katalysiert. Das dabei gebildete 
H2O2 kann durch Katalase und Glutathionperoxidase abgebaut werden [Aebi 1983, Halliwell und 
Gutteridge 2000]. Aber auch Ascorbinsäure ist in der Lage reaktive Sauerstoffspezies, wie 
Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen und Hydroxyl-Radikale, zu entgiften [Sies 1989, 
Maiorino et al.1989; Bowry und Stocker 1993]. Das als Substrat für die Glutathionperoxidase 
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dienende Glutathion (GSH) zählt aufgrund seiner Konzentration von bis zu 5 mM in der Zelle zu 
einer der wichtigsten Antioxidantien bei der Entgiftung von freien Radikalen [Yu 1994, Halliwell 
und Gutteridge 2000].  
 
Einfluss der Korrosion der Eisenschäume auf den oxidativen Stress der Zellen 
In wie weit sich der oxidative Stress hervorgerufen durch die Korrosion der in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Eisenschäume auf das Zellverhalten von Osteoblasten und 
mesenchymalen Stammzellen auswirkt, soll im Folgenden diskutiert werden. Bereits durch die 
Zugabe von H2O2 wird das Zellverhalten von SaOs-2 Zellen beeinflusst, die wiederum Einfluss 
auf den Abbau von H2O2 zeigen (Abb. 4-33). In Anwesenheit der Osteoblasten kommt es 
aufgrund erhöhter Katalaseaktivität zu einem schnelleren Abbau von H2O2 als ohne Zellen 
(Abb. 4-33 a). Je mehr Zellen, desto höher die absolute Enzymaktivität, desto schneller ist der 
Abbau. Bereits nach 1 h Inkubation liegt die H2O2-Konzentration mit 100 000 Zellen nur noch 
halb so hoch wie ohne Zellen. Während nach 4 h noch ca. 30 % des initialen H2O2-Gehaltes im 
Medium ohne Zellen nachweisbar sind, liegt die H2O2-Konzentration Zellzahl abhängig bei der 
Inkubation mit Zellen nur noch zwischen 20 % (25 000 Zellen) und 10 % (50 000 Zellen) bzw. 
sinkt bei einer Zellzahl von 100 000 Zellen nahezu auf Null ab.  
Diese Beobachtungen korrelieren mit in vitro Untersuchungen an humanen Endothelzellen 
[Tsaryk et al. 2007] bzw. Osteoblasten und Monozyten [Kalbacova et al. 2007], bei denen der 
Wasserstoffperoxidzerfall ebenfalls durch Zellaktivtät beschleunigt wird. Wasserstoffperoxid ist 
sehr instabil und wird bereits ohne Zellen durch im Serum enthaltene Katalasen abgebaut 
[Tsaryk et al. 2007]. So konnten Kalbacova et al. [2007] bereits nach 1 h Inkubation in McCoy’s 
lediglich 65 % (bei 50 µM H2O2-Ausgangskonzentration) bzw. 45 % (bei 100 µM H2O2-
Ausgangskonzentration) des eingesetzten H2O2 nachweisen. Nach 2 h sind es noch 45 % (bei 
50 µM H2O2-Ausgangskonzentration) bzw. 35 % (bei 100 µM H2O2-Ausgangskonzentration). 
Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte mit 100 µM H2O2-Ausgangskonzentration 
entsprechen dabei mit 70 % H2O2 nach 1 h bzw. mit 45 % H2O2 nach 2 h den Werten von 
Kalbacova et al. [2007] von 50 µM H2O2-Ausgangskonzentration. Bei gleicher 
Serumkonzentration von 15 % sind die Unterschiede in den Absolutwerten zwischen der 
vorliegenden Arbeit und der Literatur vermutlich auf die Serumzusammensetzung 
zurückzuführen. Da das zum Inkubationsmedium zugegebene Wasserstoffperoxid bei 
Kalbacova et al. schneller und stärker abgebaut wird, ist zu vermuten, dass die Konzentration 
bzw. die Enzymaktivität an Katalase und/oder anderen Wasserstoffperoxid abbauenden 
Antioxidantien wie Ascorbinsäure im Serum von Kalbacova et al. höher lag als die in der 
vorliegenden Arbeit verwendete Serumcharge.  
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Wasserstoffperoxid ist bekannt in der Zelle weitere Radikale zu bilden. Um die Bildung 
intrazellulärer reaktiver Sauerstoffspezies zu untersuchen, setzten die genannten Autoren 
ebenfalls den hier verwendeten DCF-Assay ein. Bereits innerhalb der ersten Stunde nach 
Zugabe von Wasserstoffperoxid konnten in den Osteoblasten und den Monozyten als auch in 
den Endothelzellen intrazelluläre ROS nachgewiesen werden. Während bei den Osteoblasten 
eine Verdopplung (bei 50 µM H2O2-Ausgangskonzentration) bzw. Verdreifachung (bei 100 µM 
H2O2-Ausgangskonzentration) der intrazellulären DCF-Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrolle 
festzustellen war, beobachteten Kalbacova et al. bei den Monozyten bereits bei 50 µM H2O2-
Ausgangskonzentration eine Verdreifachung der intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies und 
bei 100 µM H2O2-Ausgangskonzentration sogar eine Vervierfachung gegenüber der 
Kontrollgruppe. Auch die Endothelzellen zeigten 3 bis 5-fach erhöhte DCF-Fluoreszenzen 
gegenüber den unbehandelten Zellen.  
Bei den in 4.2.4.2 dargestellten Ergebnissen, sind nach 1 h Inkubation von SaOs-2 Zellen mit 
unmodifizierten Eisenschäumen noch keine intrazellulären ROS nachweisbar, was auf eine zu 
geringe H2O2-konzentration zu Beginn der Lagerung schließen lässt. Im weiteren Verlauf der 
Inkubation schreitet die Korrosion voran und die Konzentration an Wasserstoffperoxid nimmt zu. 
Korrelierend dazu steigt die intrazelluläre DCF-Fluoreszenz auf das 2,5 bis 3-fache an. Da der 
durch die ROS ausgelöste intrazelluläre oxidative Stress Einfluss auf die Proliferation der Zellen 
nimmt (Abb. 4-33 b, Abb. 4-39 b und Abb. 4-76), ergibt sich bezogen auf die Zellzahl nach 6 
Tagen Inkubation der Osteoblasten mit korrodierenden Eisenschäumen eine 16-fach höhere 
DCF-Fluoreszenz pro Zelle als in der Kontrolle (Abb. 4-76 d). 
Auch Kalbacova et al. [2007] und Tsaryk et al. [2007] beobachteten durch den H2O2 
ausgelösten oxidativen Stress eine Beeinflussung von Proliferation und metabolischer Aktivität 
der Zellen. Während die metabolische Aktivität der Monozyten nicht oder nur geringfügig durch 
die Behandlung mit Wasserstoffperoxid beeinflusst wurde, zeigten die Osteoblasten 
Konzentrations- und Zeitabhängig nach 1 h eine um 20 % (50 µM H2O2) bzw. 50 % (100 µM 
H2O2) und nach 24 h eine um 35 % (50 µM H2O2) bzw. 85 % (100 µM H2O2) erniedrigte 
metabolische Aktivität. Dies korreliert mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Auch hier ist 
eine Konzentrationsabhängige Zytotoxizität des Wasserstoffperoxids zu beobachten. Nach 24 h 
sind bei Inkubation mit 1 µM H2O2 noch 50 %, mit 10 µM H2O2 noch 40 % und mit 100 µM H2O2 
lediglich 10 % stoffwechseltreibende Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mittels 
LDH-Assay nachweisbar. Auch bei den von Tsaryk et al. [2007] untersuchten Endothelzellen 
konnte eine Zellzahlabnahme durch H2O2-Behandlung beobachten werden. Nach 24 h lagen die 
Zellzahlen abhängig von Konzentration und Substratmaterial zwischen 70 % und 90 % im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich der durch die Korrosion ausgelöste 
oxidative Stress in Form erhöhter Wasserstoffperoxid-Konzentrationen sowohl extra- als auch 
intrazellulärer wiederspiegelt und die Proliferation und das Zellverhalten der Osteoblasten und 
humanen Stammzellen beeinflusst. Umgekehrt ist festzustellen, dass die Zellen Einfluss auf den 
Wasserstoffperoxid-Gehalt Einfluss nehmen können und durch Zellaktivität den H2O2-Zerfall 
beschleunigen. Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit korrelieren mit den Daten aus der 
Literatur. 
Wie die Abbildungen Abb. 4-77, Abb. 4-78 und Abb. 4-79 zeigen, bewirken die unmodifizierten 
Eisenschäume, die die höchste Korrosion (Abb. 4-1, Abb. 4-3 und Abb. 4-10) und damit die 
höchste H2O2-Konzentration (Abb. 4-11) zeigen, sowohl bei indirekter als auch bei direkter 
Inkubation eine erhöhte Katalaseaktivität von Osteoblasten und humanen MSCs. Am 
deutlichsten wird der Einfluss erhöhter Katalaseaktivität durch die Zellen auf das bei der 
Korrosion gebildete Wasserstoffperoxid bei den Untersuchungen mit Zellkultureinsätzen. 
Sowohl für die Stammzellen (Abb. 4-77) als auch für die SaOs-2 Zellen (indirekt durch 
Abnahme der Wasserstoffperoxid-Konzentration) sind erhöhte Katalaseaktivitäten bei der 
Inkubation mit Eisenschäumen im Vergleich zur Kontrolle ohne Eisenschäume zu beobachten. 
Durch die Zellaktivität und Bildung von Katalase wird das gebildete im Zellkultureinsatzinneren 
(Membran mit Zellen) stärker abgebaut als außerhalb (keine Zellen), wie die H2O2-
Konzentrationen in Abb. 4-39 a und Abb. 4-77 a belegen. 
Bei den Untersuchungen mit aufgelegten Proben (3.6.8) wird neben der erhöhten 
Katalaseaktivität bedingt durch die Korrosion der unmodifizierten Eisenschäume zusätzlich der 
Einfluss der im osteogenem Differenzierungsmedium enthaltenen Ascorbinsäure deutlich. Beide 
untersuchten Spender zeigen bei der Inkubation mit unmodifzierten Eisenschäumen eine 
erhöhte Katalaseaktivität – in osteogenem Differenzierungsmedium stärker als in Basismedium 
ohne osteogene Zusätze (Abb. 4-37). Es ist zu vermuten, dass die Ascorbinsäure als 
Antioxidans indirekt durch eine vermehrte H2O2-Bildung eine erhöhte Katalaseaktivität der 
Zellen stimuliert. Bereits Richter und Loewen [1981] konnten durch die Zugabe von 
Ascorbinsäure in E.coli eine erhöhte Katalaseaktivität bewirken. Ursache hierfür ist die Reaktion 
von Ascorbinsäure mit Sauerstoff in Anwesenheit von Metall-Ionen zu Dehydroascorbinsäure 
unter der Bildung von H2O2 [Weisberger und Luvalle 1944, Halliwell und Foyer 1976, Morgan et 
al. 1976]. 
Wie die Ergebnisse aus Abb. 4-79 und Abb. 4-84 zeigen, ist für die Wasserstoffperoxid 
abbauende Katalase nicht nur eine erhöhte Enzymaktivität sondern auch eine erhöhte 
Expression des Katalase codierenden Genes bei der indirekten wie direkten Inkubation von 
hMSC mit unmodifizierten Eisenschäumen bzw. Eisenionen haltigen Extrakten zu beobachten. 
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Aufgrund der im Widerspruch stehenden hohen, benötigten RNA-Menge für die PCR-
Untersuchungen und die geringe Zahl an überlebenden Zellen auf den unmodifizierten 
Eisenschäumen können nur Ergebnisse mit aufgelegten Proben sowie Extrakten 
unterschiedlicher Fe-Konzentrationen diskutiert werden. Für den direkten Zell-Material-Kontakt 
ist die Zellzahl und damit die isolierte RNA-Menge auf den unmodifizierten Proben zu gering, 
um eine Aussage über die Über- bzw. Unterregulierung bestimmter Markergene des 
Eisenstoffwechsels und der oxidativen Stressabwehr treffen zu können. 
Die bei der Inkubation der korrodierenden Eisenschäume erhöhten Konzentrationen an H2O2 
(Abb. 4-11 und Abb. 4-12) sind in erster Linie mit den in Tab. 1-4 dargestellten Reaktionen von 
Eisen in physiologischen Systemen zu begründen. Darüber hinaus stellen wie die 
Genexpressionsuntersuchungen in 4.2.4.4 zeigen die Zellen selbst eine mögliche Ursache für 
erhöhte Wasserstoffperoxidkonzentrationen dar. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Stammzellspender reagieren bei der Inkubation mit aufgelegten Eisenschäumen mit erhöhter 
Genexpression der zytosolischen und mitochondrialen Superoxiddismutase (SOD 1 und SOD 2; 
Abb. 4-83). Durch die enzymatische Umwandlung der Superoxidradikale zu Sauerstoff und 
Wasserstoffperoxid [McCord und Fridovich 1969, Halliwell 1974] tragen die Zellen durch die 
primäre Stressabwehr zunächst selbst zur Bildung von H2O2 bei. Das dabei gebildete 
Wasserstoffperoxid wird durch Katalase und Glutathionperoxidase abgebaut [Aebi 1983, 
Halliwell und Gutteridge 2000]. Um den Spiegel an Glutathion als Reduktionsäquivalent, dass 
bei der Reaktion mit Wasserstoffperoxid zu Glutathion-Disulfid (Abb. 1-5) oxidiert wird, aufrecht 
zu erhalten, dient die Glutathion-Reduktase als Bestandteil der sekundären oxidativen 
Stressabwehr. Wie in Abb. 4-82 zu erkennen, reagieren die Zellen mit einer deutlich erhöhten 
Genexpression für dieses Enzym. 
 
Einfluss der Korrosion der Eisenschäume auf den Eisenstoffwechsel 
Mueller et al. [2006] untersuchten den Einfluss von Fe2+-Ionen auf die Genexpression von 
Zellen der glatten Muskulatur in vitro durch Zugabe von Fe(II)-gluconat. Bereits nach 12 h 
konnte eine erhöhte Expression von FTL und FTH, die für die leichte und schwere Kette des 
Fe-Speicherproteins Ferritin codieren, festgestellt werden. Nach 24 h war eine deutliche 
Überexpression beider Gene zu beobachten. Dies korreliert mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit aus Kapitel 4.2.4.4. Abb. 4-80 und Abb. 4-81 zeigen, dass durch Zugabe 
von Eisenextrakten bzw. bei Inkubation mit korrodierenden Eisenschäumen die Zellen aller drei 
getesteter Spender FTL und FTH überexprimieren. Überschüssiges, nicht für metabolische 
Prozesse benötigtes intrazelluläres Eisen kann so in Form von Ferritin im Zytoplasma 
gespeichert werden und zytotoxische Redoxreaktionen vom Fenton-Typ verhindert werden 
[Galarais und Pantopoulos 2008]. Darüber hinaus wird eine mitochondriale Isoform des Ferritins 
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(FTM) beschrieben, die überschüssiges Eisen in den Mitochondrien speichert [Levi und Arosio 
2004]. Eine Korrosionsabhängige Überexpression dieser Isoform konnte in der vorliegenden 
Arbeit jedoch nicht gezeigt werden, vielmehr deuten die ermittelten (nicht dargestellten) Daten 
auf die Herunterregulierung der Genexpression für FTM. Während Ferritin Eisen in nicht-
toxischer und bioverfügbarer Form speichert [Galaris und Pantopoulos 2008], liegt Eisen 
außerdem gebunden an Chelatoren mit niedrigem Molekulargewicht wie Zitrat, ATP, AMP oder 
auch Pyrophosphat als redox-aktive Form – bezeichnet  als „labiler Eisenpool“ [Epsztejn et al. 
1997; Pantopoulos 2004; Dunn et al. 2007] - im Zytoplasma vor [Petrat et al. 2000, Kakhlon et 
al. 2002]. Die Speicherung von Eisen im Zytoplasma zeigen bereits die Mikroskopischen 
Aufnahmen in Abb. 4-42 bei der Inkubation von mesenchymalen Stammzellen mit aufgelegten, 
unmodifizierten Eisenproben. Durch die Inkubation der Zellen mit Extrakten unterschiedlicher 
Eisenkonzentrationen sind Spender- und Konzentrationsabhängig intrazelluläre Verfärbungen 
zu beobachten (Abb. 4-35, Abb. 4-36 und Abb. 4-37), die zum einen durch die bereits 
beschriebenen Speicherformen mittels Ferritin und anderen Chelatoren hervorgerufen werden. 
Zum anderen ist redox-aktives Eisen nicht nur im Zytoplasma und den Mitochondrien zu finden, 
sondern auch in anderen Zellkompartimenten wie Lysosomen und dem Endoplasmatischen 
Retikulum [Eaton und Qian 2002, Tenopoulou et al. 2007]. Dies erklärt, weshalb Spender 315 
mit geringerer Eisenaufnahme und –speicherung die gleiche erhöhte Genexpression für FTL 
und FTH zeigt wie die Spender 282 und 342, die deutlich intensivere intrazelluläre rostfarbene 
Verfärbungen zeigen, die auf die hier angesprochenen Ferritin-unabhängigen Speicherformen 
des Eisens hinweisen. 
Bei Betrachtung der Genexpression des Transferrinrezeptors CD71 in Abb. 4-82 a, c und e, die 
entsprechend den Ergebnissen von Mueller et al. [2006] in Anwesenheit von korrodierenden 
Eisenschäumen im Gegensatz zum Ferritin (Abb. 4-80 und Abb. 4-81) herunter reguliert wird, 
sind ebenfalls keine Unterschiede zwischen den untersuchten hMSC Spendern messbar. Der 
Transferrinrezeptor ist für die Aufnahme von Transferrin gebundenem extrazellulären Eisen 
über Endozytose verantwortlich [Ponka und Lok 1999]. Durch die gehemmte Genexpression 
verhindert die Zelle die weitere Aufnahme von Eisen. Korrelierend zur für Spender 282, 315 und 
342 im gleichen Maße herabgesetzten Genexpression von TFRC würde man erwarten, dass die 
Zellen aller drei untersuchten Spender die gleich hohe bzw. niedrige Eisenaufnahme und –
speicherung zeigen. Wie bereits im Absatz zuvor angesprochen, ist dies anhand der 
mikroskopischen Aufnahmen jedoch anders zu beobachten. Trotz gleich erniedrigter TFRC-
Expression nehmen Spender 282 und 342 wesentlich mehr Eisen auf als Spender 315. 
Mögliche Erklärungen sind zum einen, dass die Genexpression und damit das Grund-mRNA-
Level für TFRC bei hMSC 315 bereits in der Kontrollgruppe ohne Eisen wesentlich niedriger 
liegt als bei den anderen beiden Spendern. Bei der Inkubation mit korrodierenden 
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Eisenschäumen wird dies noch weiter herabgesetzt, sodass es unter dem Level der beiden 
anderen Spender liegt, dies jedoch durch die Referenzierung der Genexpressionswerte auf 
Tag 1 des jeweiligen Spenders, nicht zu erkennen ist. Zum anderen könnte eine schlechtere 
Translation die Ursache für die geringere Transferrinrezeptor vermittelte Eisenaufnahme sein. 
Je weniger Rezeptoren in der Membran, desto weniger Eisen kann aufgenommen werden. Wie 
bereits in Abb. 4-61, Abb. 4-62 und Abb. 4-65 beobachtet, zeigt Spender 315 auch bei der 
Differenzierung und Mineralisierung geringere ALP-Aktivität und Calciumablagerung als die 
beiden anderen Spender, während auf mRNA-Ebene (Abb. 4-66) ähnlich Werte wie für 
Spender 282 erreicht werden.  
Eine wesentliche Rolle im Eisenstoffwechsel spielen die sogenannten Eisenregulationsproteine 
IRP1 und IRP 2, die posttranskriptionell die Expression von Transferrinrezeptor, Ferritin und 
anderer Proteine des Eisenmetabolismus regulieren [Galaris und Pantopoulos 2008]. IRP1 
und/oder IRP 2 binden bei niedrigem Eisenspiegel an sogenannte „eisenresponsive Elemente“ 
(IREs) der Ferritin-mRNA und hemmen so die Ferritintranslation [Pantopoulos 2004]. Darüber 
hinaus reagiern IRPs nicht nur auf das Eisenlevel im Zytoplasma, sondern werden auch als 
sensitiv gegenüber reaktiven Sauerstoffspezies beschrieben [Galaris und Pantopoulos 2008]. 
Vor allem IRP 1 kann durch oxidativen Stress in Form von extrazellulären H2O2 schnell aktiviert 
werden [Martins et al. 1995, Pantopoulos und Hentze 1995, Pantopoulos et al. 1997] und so die 
Eisenaufnahme über den Transferrinrezeptor erhöhen und gleichzeitig die Ferritinsynthese 
hemmen [Caltagirone et al. 2001]. Wie die Ergebnisse in 4.1 zeigen, geht die Eisenfreisetzung 
(Abb. 4-1) bei der Korrosion der Eisenschäume einher mit der Bildung von Wasserstoffperoxid 
(Abb. 4-11 und Abb. 4-12). Für die Beobachtungen in Abb. 4-80 bis Abb. 4-82 bedeutet dies, 
dass durch den extrazellulären Stress in Form von H2O2 zu Beginn der Inkubation IRP1 aktiviert 
wird und so die TFRC-vermittelte Eisenaufnahme stimuliert. Durch die vermehrte 
Eisenaufnahme und die Bindung von Eisenionen an latente mRNA, die für FTL und FTH codiert 
und im Zytoplasma vorhanden ist, wird diese wiederum aktiviert und translatiert. Durch die 
fortschreitende Korrosion der Eisenschäume gelangt immer mehr Eisen in die Zellen, sodass 
immer mehr Ferritin zur Speicherung benötigt wird und die Genexpression von FTL und FTH 
erhöht wird. Der bereits in 5.2.1 festgestellte Unterschied in der zeitlichen Erhöhung der Ferritin-
Genexpression zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit mit denen von Mueller et al. 
[2006] kann ebenfalls mit der H2O2-vermittelten IRP-Aktivierung in Zusammenhang stehen. 
Während bei den Untersuchungen mit den Zellen der glatten Muskulatur nur der Einfluss des 
Eisens in Form von Fe(II)-gluconat untersucht wurde, spielen im Fall der Eisenschäume 
verschiedene Einflussgrößen eine Rolle. So auch der erhöhte oxidative Stress, der durch die 
IRP-Stimulation zunächst die Ferritin-Synthese hemmt.  
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Darüber hinaus stellten die Autoren eine Induktion der Expression des zu Beginn des 
Teilkapitels angesprochenen Tumor suppressor Gen p53 durch die Zugabe von 30 mg/mL 
Fe(II)-gluconat bei gleichzeitiger Inhibierung von Genen des Zellzykluses und der DNA-
Replikation fest. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus Abb. 4-34 und Abb. 4.35 überein, bei 
denen durch die Zugabe von Eisenextrakten bzw. bei der Inkubation mit korrodierenden Eisen 
freisetzenden Eisenschäumen die Proliferation der Zellen gehemmt ist. 
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6 Zusammenfassung 
Biochemische und elektrochemische Charakterisierung – ohne Zellen 
Es konnte gezeigt werden, dass in Abhängigkeit der Beschichtung bzw. Füllung mit 
verschiedenen Calciumphosphatphasen die Eisenfreisetzung und damit das 
Korrosionsverhalten von Eisenschäumen variiert werden kann. Die höchsten Korrosionsraten 
waren bei unmodifizierten Eisenschäumen zu beobachten. Durch die Beschichtung mit 
Hydroxylapatit erfolgte eine verminderte Eisenfreisetzung. Durch die Beschichtung mit Brushit 
bzw. die Füllung mit Magnesium-Calciumphosphat Zement wurde die Freisetzung von 
Korrosionsprodukten nahezu vollständig unterbunden. 
Das Korrosionsverhalten der jeweiligen Eisenschäume war dabei zum einen stark von der 
Zusammensetzung des Inkubationsmediums und zum anderen von der Kultivierungsmethode 
(statisch oder dynamisch) bzw. der Häufigkeit des Mediumwechsels abhängig. Bei der 
Medienzusammensetzung beeinflussten in erster Linie Chlorid- und Phosphatgehalt die 
Korrosion. Während in DMEM die Korrosion von Fe, Fe-HA und teils auch von Fe-B durch eine 
höhere Chloridkonzentration und einen höheren Phosphatgehalt gefördert wurde, wirkte 
insbesondere die hohe NaH2PO4-Konzentration in McCoy’s korrosionshemmend. Darüber 
hinaus konnte die Korrosion sowohl quantitativ als auch qualitativ durch die Zugabe von 
Proteinen beeinflusst werden. Dabei wirkte sich die Zugabe von FBS oder BSA nicht auf die 
absolute Eisenfreisetzung, sondern in erster Linie auf die Löslichkeit des freigesetzten Eisens 
aus. Während durch die Zugabe von Serumproteinen das Eisen in Lösung blieb, fielen ohne 
Proteine schwerlösliche Korrosionsprodukte aus, die bei den unmodifizierten Eisenschäumen 
und den mit Hydroxylapatit beschichten Proben bereits makroskopisch sichtbar waren. Mittels 
Rasterelektronenmikroskopie konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass auch die mit Brushit 
beschichteten Eisenschäume, für die nahezu keine Eisenfreisetzung messbar war, nach 
28 Tagen Korrosionserscheinungen in Form von Ablagerungen auf der Schaumoberfläche 
zeigten – ohne FBS wesentlich stärker als mit FBS. Darüber hinaus zeigte Ascorbinsäure als 
Additiv im osteogenen Differenzierungsmedium weniger Einfluss auf die Löslichkeit der 
Korrosionsprodukte, sondern bewirkte vielmehr eine veränderte Eisenfreisetzung im Vergleich 
zur Inkubation ohne dieses Reduktionsmittel. 
Durch die Beschichtung mit Calciumphosphaten wie Brushit und Hydroxylapatit wurde neben 
dem Korrosionsverhalten der Eisenschäume auch die Bioaktivität der Proben beeinflusst. 
Während die unmodifizierten Eisenschäume in beiden untersuchten Zellkulturmedien sowie die 
mit Brushit beschichteten Proben in McCoy’s keinen Einfluss auf den Calcium- und 
Phosphatgehalt hatten, war bei Fe-B in DMEM über den gesamten Untersuchungszeitraum 
eine konstante Calcium- und Phosphat-Freisetzung ins Medium zu beobachten. Die bioaktiven  
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 Fe Fe-HA Fe-B Fe+MgCPC 
Eisenfreisetzung ↑↑ ↑ +/- 0 +/- 0 
Sauerstoffsättigung ↓↓ ↓ +/- 0 +/- 0 
ROS (H2O2) ↑↑ ↑ +/- 0 +/- 0 
pH-Wert +/- 0 ↑ +/- 0 - 
Impedanz ↓↓ ↓ ↑↑ (später ↑) - 
Korrosion allgemein ↑↑ ↑ 





+/- 0              
(nur für kurze 
Inkubation 
untersucht) 
Calciumaufnahme +/- 0 ↑↑ ↓↓ (Calcium-        freisetzung) - 
Phosphataufnahme +/- 0 ↑↑ 
↓↓ 



































Tab. 6-1 Korrosionsverhalten der verschieden (CPP-bioaktivierten) Eisenschäume in vitro.                            
Legende: (↑) erhöht;  (↑↑ ) stark erhöht; (↓) erniedrigt; (↓↓) starkt erniedrigt; (+/- 0) wie Kontrolle;                    
(-) nicht untersucht. 
mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume dagegen zeigten den umgekehrten Effekt und 
entzogen dem Medium Calcium und Phosphat – in DMEM Calcium stärker als in McCoy’s und 
in McCoy’s Phosphat stärker als in DMEM. 
Neben der Medienzusammensetzung und der CPP-Beschichtung konnte darüber hinaus 
gezeigt werden, dass sowohl Osteoblasten als auch mesenchymale Stammzellen abhängig von 
der Inkubationsmethode die Eisen- und H2O2-Konzentration erniedrigen und so die Korrosion 
der Eisenschäume beeinflussen. Aufgrund erhöhter Katalaseaktivität wurde in Anwesenheit von 
Zellen Wasserstoffperoxid schneller abgebaut als ohne Zellen. Während bei der Verwendung 
von Zellkultureinsätzen im äußeren Well-Bereich die Eisenkonzentration für die Inkubation der 
 Zusammenfassung  253 
Schäume mit und ohne Zellen keine Unterschiede zeigte, wurden in Anwesenheit von Zellen im 
Inneren des Zellkultureinsatzes sowohl niedrigere Eisen- als auch niedrigere H2O2-
Konzentrationen gemessen, die auf Zellaktivität zurückzuführen waren. Bereits innerhalb von 7 
Tagen konnte die Korrosionsrate um 30 % (Zellkultureinsätze) bis 20 % (semi-indirekte 
Inkubation von Zellen mit aufgelegten Eisenschäumen auf Polystyrol) im Vergleich zur Kontrolle 
ohne Zellen verringert werden. 
 
Zellbiologische Charakterisierung – mit Zellen 
In Abhängigkeit der Fragestellung wurden verschiedene Zellkulturmethoden mit indirektem und 
direktem Material-Zell-Kontakt angewendet. Während bei den Zytotoxizitätsuntersuchungen mit 
Extrakten der Einfluss von Korrosionsprodukten und der Eisenkonzentration auf die Zellen im 
Vordergrund stand, ermöglichte die Verwendung von Zellkultureinsätzen oder der Einsatz von 
aufgelegten Proben eine indirekte Inkubationsmethode, bei der Zellen und Eisenschäume im 
gleichen Well inkubiert wurden, sodass neben der Eisenkonzentration auch der Einfluss der 
Sauerstoffsättigung und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies auf das Zellverhalten 
untersucht werden konnte.  
Für das erfolgreiche Einwachsen von Implantaten bzw. die Heilung von Knochendefekten 
sollten  Zellen, die am Knochenauf- und -umbau beteiligt sind, durch das Einbringen des 
Implantatmaterials nicht negativ beeinflusst werden. Ein Schlüsselereignis stellt dabei die 
Adhäsion dar. Eine Vielzahl von Besiedlungsversuchen mit direktem Zell-Material-Kontakt 
zeigten in Abhängigkeit der Korrosion und der CPP-Modifizierung mehr oder weniger hohe 
Adhäsionseffizienzen. Die beste Adhäsion war für die beiden getesteten Zelltypen – 
unabhängig vom Spender und von der Art des Inkubationsmediums – auf mit Brushit 
beschichteten Eisenschäumen zu beobachten. Lediglich die Geschwindigkeit, mit der die 
Stammzellen adhärieren war spenderabhängig. Für die mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäume wurden die zweitbesten Adhäsionseffizienzen erzielt. Während für die 
Osteoblasten dabei das Zellkulturmedium keinen Einfluss hatte, war für die Stammzellen im 
Vergleich zu den SaOs-2 Zellen allerdings nur eine halb so gute Adhäsion zu beobachten. Die 
mit MgCPC bzw. mit 1P CPC gefüllten Schäume dagegen zeigten eine sehr schlechte Adhäsion 
sowohl von Osteoblasten als auch von Stammzellen. Für Fe-B+1MgCPC konnte jedoch durch 
eine Erhöhung der Inkubationszeit von 4 h auf 24 h der Anteil an adhärenten Zellen deutlich 
gesteigert werden. Entsprechend des Korrosionsverhaltens adhärierten auf den unmodifizierten 
Eisenschäumen die Zellen am schlechtesten. Bereits bei den SaOs-2 Zellen war dabei eine 
Abhängigkeit vom Zellkulturmedium zu erkennen. Während in McCoy’s 30 % der Osteoblasten 
auf den Schäumen adhärierten, lag die Adhäsionseffizienz in DMEM lediglich bei 10 % 
(Osteoblasten) bzw. im Fall der Stammzellen bei nur 5 %. 
254  Zusammenfassung 
Darüber hinaus konnten sowohl Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) als auch humane mesenchymale 
Stammzellen auf den CPP-beschichteten Eisenschäumen Fe-B und Fe-HA nicht nur 
adhärieren, sondern zeigten auch über einen Inkubationszeitraum von 28 Tagen in 
Abhängigkeit der Korrosion, der Calciumphosphat-Beschichtung und der Art des 
Zellkulturmediums eine Zunahme der Zellzahl und proliferierten. Die von Natur aus eine 
wesentlich höhere Proliferationsrate aufweisenden SaOs-2 Zellen zeigten dabei sowohl auf Fe-
B als auch auf Fe-HA eine sehr gute Proliferation – bei Fe-B in DMEM besser als in McCoy’s 
und bei Fe-HA aufgrund der vom Inkubationsmedium abhängigen Korrosion in McCoy’s besser 
als in DMEM. Die langsamer proliferierenden Stammzellen dagegen zeigten ein etwas anderes 
Zellverhalten. Während auf den mit Brushit beschichteten Eisenschäumen ebenfalls eine gute 
Proliferation zu beobachten war, nahm die Zellzahl auf mit Hydroxylapatit beschichteten 
Eisenschäumen zu Beginn der Inkubation zunächst ab. Mit der Zeit sanken Eisenfreisetzung 
und Calciumphosphatbindung durch die Fe-HA, sodass ab Tag 14 auch hier eine Zunahme der 
Zellzahl zu beobachten war. 
Die Perfusionskultur stellt ein Kultursystem dar, das den in vivo Bedingungen näher ist, als eine 
statische Kultivierung in Zellkulturwellplatten, sodass die Proliferation von SaOs-2 und hMSCs 
auf den korrodierenden Fe-HA signifikant verbessert werden konnte. Während für die 
unmodifzierten Eisenschäume bereits bei den SaOs-2 Zellen weder statisch noch dynamisch 
eine Zellzahlzunahme zu beobachten war, konnte für die mit MgCPC gefüllten als auch für die 
mit Hydroxylapatit beschichteten Schäume sowohl für die Osteoblasten als auch für die 
mesenchymalen Stammzellen (nur auf Fe-HA getestet) die Proliferation durch die Verwendung 
der Perfusion verbessert werden. Aufgrund der schlechten Zelladhäsion auf den Fe-B+MgCPC 
waren hier die Zellzahlen sehr gering. Dennoch war über die Zeit unter dynamischen 
Kultivierungsbedingungen eine Zunahme von SaOs-2 Zellen zu beobachten. Für die mit 
Hydroxylapatit beschichteten Proben konnte durch die Verwendung in vivo naher 
Zellkulturbedingungen die Proliferation beider Zelltypen – SaOs-2 und hMSC – entscheidend 
verbessert werden. So war für die Osteoblasten, die auf den getesten Fe-HA* (alte 
Herstellungsmethode) statisch sogar eine Zellzahlabnahme zeigten, durch die dynamische 
Kultivierung ein umgekehrtes, positives Zellverhalten festzustellen – Zellzahlzunahme. Die 
Eisenschäume, die nach der neueren Methode mit Hydroxylapatit beschichtet wurden, 
bewirkten bereits unter statischen Zellkulturbedingungen eine geringe Zunahme der Zellzahl. 
Durch den Einsatz der dynamischen Zellkultur konnte das Zellverhalten wesentlich positiv 
beeinflusst werden und die Proliferation der Stammzellen um Faktor 4 bis 10 erhöht werden. 
Für die Fe-B zeigten die Zellen bereits in der statischen Kultur eine gute Proliferation, die durch 
die Perfusion nicht wesentlich gesteigert werden konnte.  
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Die Untersuchungen zum osteogenen Differenzierungsverhalten zeigten bereits im indirekten 
Materialkontakt mit Fe-B- und Fe-HA-Extrakten, dass mesenchymale Stammzellen in der Lage 
waren osteogen zu differenzieren. ALP-Aktivität als früher Marker der osteoblastären 
Entwicklung und Calciumphosphatablagerung als Zeichen der Mineralisierung waren dabei 
spenderabhängig. Tendenziell differenzierten jedoch die Zellen aller drei getesteten Spender in 
Abhängigkeit des Inkubationsmediums gleich. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur 
Genexpression bestätigten die Beobachtungen der biochemischen Analyse zur ALP-Aktivität 
sowie der Calciumphosphatablagerung. Im Fall der alkalischen Phosphatase wurde der Effekt 
bei den Fe-HA-Extrakten sogar noch deutlicher. Sowohl im Basis- als auch im 
Differenzierungsmedium zeigten die hMSC aller drei Spender eine erhöhte ALP-Genaktivität. 
Für die Fe-B-Extrakte dagegen war dieser Effekt nicht zu beobachten. Hier lag das ALP-mRNA-
Level im Basismedium wie auch in der Kontrollgruppe sehr niedrig. Durch Zugabe der 
Differenzierungs-Additive ß-Glycerophosphat, Ascorbinsäure und Dexamethason reagierten die 
Zellen aller drei Spender mit einer deutlich erhöhten ALP-Genexpression – sowohl in den      
Fe-BExtrakten als auch in der Kontrollgruppe. 
Darüber hinaus war auch im direkten Materialkontakt auf CPP-bioaktivierten Eisenschäumen 
die Differenzierung der humanen mesenchymalen Stammzellen in vitro in Richtung 
Knochenzellen zu beobachten. Sowohl die ALP-Aktivität als auch die Mineralisierung in Form 
von Calciumphosphatablagerung konnte durch Zugabe osteogener Zusätze spenderabhängig 
gesteigert werden. Tendenziell zeigten die Zellen beider untersuchter Spender auch hier ein 
ähnliches Differenzierungsverhalten in Abhängigkeit der Beschichtung und des 
Inkubationsmediums. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der Inkubation im indirekten 
Materialkontakt war weder auf den mit Brushit noch auf den mit HA beschichteten Schäumen im 
Basismedium eine im Vergleich zur Kontrolle erhöhte Enzymaktivität der ALP feststellbar. Durch 
die Beschichtung mit Hydroxylapatit konnte entsprechend der Literatur eine zeitigere 
Aktivierung der osteoblastären Differenzierung im Vergleich zur Plastikoberfläche beobachtet 
werden. 
Wie bereits die Proliferationsuntersuchungen zeigten, bewirkte die Perfussionskultur in vivo 
ähnlichere Bedingungen, sodass aufgrund des Zusammenspiels von Stofftransport und 
Scherkräften eine gesteigerte Differenzierung der humanen mesenchymalen Stammzellen auf 
den mit CPP beschichteten Eisenschäumen in Richtung Osteoblasten zu beobachten war. 
Korrosions- und zellzahlbedingt waren dabei sowohl bei der statischen als auch bei der 
dynamischen Inkubation die Absolutwerte der ALP für Fe-HA geringer als auf Fe-B. Relativ 
betrachtet zeigten die Zellen auf den mit Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäumen jedoch 
eine höhere ALP-Aktivität pro Zellzahl als auf Fe-B. Während in statischer Zellkultur weder für 
Fe-B noch für Fe-HA ein typisches ALP-Maximum zu beobachten war, sondern die ALP-
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Aktivität über mehrere Tage auf einem relativ konstanten Level erhöht blieb, bewirkte die 
Perfusionskultur nicht nur eine Erhöhung der absoluten und der relativen ALP-Aktivität auf Fe-
HA und Fe-B, sondern auch die Verschiebung des ALP-Plateaus zu einer maximalen ALP-
Aktivität am Tag 21. Ohne osteogene Zusätze konnte auch bei der Perfusionskultur im 
Basismedium weder auf den mit Brushit noch auf den mit HA beschichteten Schäumen eine 
Erhöhung der Enzymaktivität der ALP festgestellt werden. 
Nicht nur auf Proteinebene wurde die osteogene Differenzierung der Zellen auf den mit CPP 
beschichteten Eisenschäume durch die Verwendung der Perfusionskultur beeinflusst. Die 
Zellen beider untersuchter Spender zeigten im Differenzierungsmedium bereits bei statischer 
Kultivierung eine deutlich erhöhte ALP Genexpression, die bei dynamischer Inkubation noch 
weiter erhöht wurde. Im Fall des Kollagens bewirkte die Zugabe osteogener Zusätze in der 
statischen Kultur eine Abnahme der Genexpression und in der Perfusionskultur eine Zunahme 
der Genexpression des Matrixproteins im Vergleich zum Basismedium.  
Während die mit CPP beschichteten Eisenschäume positive Effekte auf die osteogene 
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zeigten, dienten die unmodifizierten Fe-
Schäume dazu, den Einfluss der Korrosion auf Eisenstoffwechsel und die oxidative 
Stressabwehr zu untersuchen. Durch die korrosionsbedingte Eisenfreisetzung reagierten in vitro 
kultivierte Stammzellen mit erhöhter Genexpression der leichten und schweren 
Polysaccharidkette des Eisenspeicherproteins Ferritin bei gleichzeitig sinkender Genexpression 
für den Transferrinrezeptor CD71. Darüber hinaus bewirkten reaktive Sauerstoffspezies und der 
damit verbundene oxidative Stress eine erhöhte Genexpression von Enzymen der oxidativen 
Stressabwehr. Im Speziellen handelte es sich dabei um die im Zytoplasma vorkommende 
Superoxiddismutase SOD1 und die in den Mitochondrien lokalisierte SOD2 als primäre Enzyme 
und um die Glutathion-Reduktase als sekundäres Enzym. Die Genregulierung von Katalase, 
Glutathion-Peroxidase und Glutathion-Synthetase wurde spenderabhängig ebenfalls teilweise 
durch die Anwesenheit von korrodierenden Eisenschäumen beeinflusst. Im Fall der Katalase 
konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass in Abhängigkeit der Korrosion und des dabei 
gebildeten Wasserstoffperoxids, welches sowohl intrazellulär als auch extrazellulär nachweisbar 
war, die Zellen mit erhöhter Katalaseaktivität (sowohl auf Proteineben, als auch z.T. auf 
Genebene) Einfluss auf die H2O2-Konzentration im Überstand hatten. Bereits ohne 
Eisenschäume konnte bei Zugabe von H2O2 ein schnellerer und spezifischer Abbau des 






 Zusammenfassung  257 











































































































































Tab. 6-2 Einfluss der verschiedenen (CPP-bioaktivierten) Eisenschäume auf Zytotoxizität, Proliferation und 
Differenzierung von SaOs-2 Zellen und humanen mesenchymalen Stammzellen. 
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Fazit 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Eisenschäume korrodierten in Abhängigkeit ihrer 
CPP-Modifizierung mit unterschiedlicher Intensität sowie Geschwindigkeit und beeinflussten so 
das Zellverhalten von humanen mesenchymalen Stammzellen und Osteoblasten.  
Die Eisenfreisetzung, die für die unmodifizierten Eisenschäume am höchsten war, wirkte sich 
negativ auf Zell-Adhäsion und -Proliferation aus. Sowohl statisch als auch dynamisch war im 
direkten Materialkontakt eine Abnahme der Zellzahl über die Zeit zu beobachten. Ohne 
Modifikation sind die Eisenschäume daher für eine Anwendung als Knochenersatzmaterial 
in vivo eher ungeeignet. Dennoch konnten durch geeignete Versuchsanordnungen im Hinblick 
auf den Eisenmetabolismus und die oxidative Stressabwehr interessante Ergebnisse erzielt 
werden. 
Im Gegensatz zu den unmodifizierten Eisenschäumen stellen die mit Brushit und mit 
Hydroxylapatit beschichteten Proben interessante Knochenersatzmaterialien dar. Es konnte 
gezeigt werden, dass sie aufgrund ihrer Calciumbindungs- bzw. -freisetzungskapazität die am 
Knochenaufbau beteiligten Zellen und deren Differenzierungsverhalten in Richtung 
Osteoblasten positiv beeinflussen können. 
Aufgrund der detailierten Charakterisierung der unmodifizierten und der mit CPP beschichteten 
Proben konnten die mit MgCPC und mit Einpastenzement gefüllten Eisenschäume nur 
ansatzweise untersucht werden. Eine endgültige Einschätzung zur Eignung für eine in vivo 
Anwendung ist daher im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich. Dennoch sind sie vor allem im 
lasttragenden Bereich aufgrund guter mechanischer Eigenschaften innovative 
Knochenersatzmaterialien.
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7 Ausblick 
Anhand der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten in vitro Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass in Abhängigkeit der Beschichtung bzw. Füllung mit verschiedenen 
Calciumphosphatphasen die Eisenfreisetzung und damit das Korrosionsverhalten von 
Eisenschäumen variiert werden kann und so die Adhäsion, Proliferation und Differenzierung 
von humanen mesenchymalen Stammzellen und Osteoblasten beeinflusst werden. Dennoch 
bleiben Fragen offen, die sowohl in vitro als auch in vivo untersucht werden sollten. Wie 
verändert sich die Eisenfreisetzung über einen längeren Zeitraum und bei verschiedenen 
Flussraten? Die Perfusion stellt mit einem kontinuierlichen Flüssigkeitsaustausch nur 
annähernd, aber nicht 100 %ig, die in vivo Situation dar, sodass nur im Tierversuch geklärt 
werden kann, wie sich die Korrosionsraten der verschieden modifizierten Eisenschäume in vivo 
entwickeln. Dabei stellt sich die Frage, wie hoch die „Durchflussrate“ und der damit verbundene 
Stoffaustausch im Knochen wirklich ist. 
Um Spendervarianzen zu kompensieren, erfolgen die zellbiologischen Untersuchungen in der 
vorliegenden Arbeit mit mehreren Spendern, dennoch ist bei der späteren Anwendung als 
Knochenersatzmaterial nicht jeder Patient gleich. Insbesondere Alter, Geschlecht und 
Gesundheitszustand sind entscheidende Einflussgrößen, die für die Einheilung des Implantats 
eine entscheidende Rolle spielen können. Dennoch stellen in vitro Untersuchungen wichtige 
Voraussetzung bei der Entwicklung von Knochenersatz- und Implantatmaterialien dar. Die 
Komplexität der in vivo Situation wird ein Stück vereinfacht, sodass verschiedene Prozesse 
einzeln und in Verbindung miteinander besser verstanden werden können. In der vorliegenden 
Arbeit sind dies zum einen die Differenzierung der Stammzellen in Richtung Osteoblasten in 
Abhängigkeit von der CPP-Beschichtung und zum anderen der Einfluss der Korrosion, 
insbesondere der Eisenfreisetzung auf den Eisenstoffwechsel und die oxidative Stressabwehr 
der Zellen. 
Ein Schlüsselereignis sowohl in vitro als auch in vivo stellt die Adhäsion von Zellen dar. Wie 
bereits im Kapitel 5.2.2 diskutiert, ist die Adhäsion von Zellen auf den CPP-beschichteten 
Eisenschäumen zum einen von der Korrosion des jeweiligen Schaumes und zum anderen von 
der Art der Calciumphosphatbeschichtung abhängig. Aufgrund der höheren Korrosion der mit 
Hydroxylapatit beschichteten Eisenschäume adhärieren sowohl Osteoblasten (SaOs-2 Zellen) 
als auch humane mesenchymale Stammzellen auf den mit Brushit beschichteten Proben besser 
als auf Fe-HA. Um den Einfluss der Korrosion ausschließen zu können und nur den Einfluss der 
Calciumphosphatphase bewerten zu können, müssten Adhäsionsversuche auf Brushit und 
Hydroxylapatit ohne Eisenschäume durchgeführt werden. 
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Aufgrund der geringen Adhäsionsraten von Osteoblasten und Stammzellen auf den MgCPC 
gefüllten Eisenschäumen fehlen in der vorliegenden Arbeit Ergebnisse über Proliferations- und 
Differenzierungsverhalten in direktem Material-Zell-Kontakt für diese Proben – sowohl statisch 
als auch dynamisch. Aufgrund der Tatsache, dass durch eine Erhöhung der Inkubationszeiten 
von 4 h auf 24 h der Anteil an adhärenten Stammzellen zum Teil erhöht werden kann (Abb. 4-
20) sowie durch die positiven Ergebnisse von Sader et al. 2009 sollten die Fe+MgCPC in 
weiteren in vitro Versuchen hinsichtlich des Zellverhaltens über einen längeren Zeitraum 
untersucht werden. Perspektivisch gesehen sind sie vor allem als Knochenersatzmaterial im 
lasttragenden Bereich innovative Biomaterialien, die sich durch gute mechanische 
Eigenschaften (siehe Kapitel 1.2) besonders auszeichnen. 
Wie die Ergebnisse in 4.2.3 zeigen, wird das osteogene Differenzierungsverhalten der 
untersuchten Stammzellen durch Beschichtung der Eisenschäume mit verschiedenen 
Calciumphosphatphasen unterschiedlich beeinflusst. Die in 4.2.3.2 und 4.2.3.3 beobachteten 
Unterschiede zwischen statischer und dynamischer Inkubation im Hinblick auf Zeitpunkt und 
Zeitspanne des ALP-Plateaus (statische Kultur) bzw. ALP-Maximums (dynamische Kultur) 
können nur teilweise anhand der Literatur erklärt werden. Um die Ursache hierfür zu finden, 
wären neben Genexpressionsuntersuchungen der ALP als zeitiger Marker der osteogenen 
Differenzierung und Mineralisierung [Huges und Aubin 1997; Hessle et al. 2002] weitere Marker 
wie Osteocalcin und Osteopontin, die am Ende  [Shen et al. 2003] der osteogenen 
Differenzierungskaskade exprimiert werden, interessant. Darüber hinaus könnte die Hypoxie-
Hypothese aus 5.2.2 durch Analyse chondrogener Marker stärker untersucht und begründet 
werden. 
Bei der Knochenregeneration sind nicht nur die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Osteoblasten bzw. mesenchymale Stammzellen, die u.a. in Knochen aufbauende Zellen 
differenzieren können [Bruder et al., 1997, Jaiswal et al., 1997], beteiligt, sondern auch 
Knochen abbauende Zellen – die Osteoklasten (siehe Kapitel 1.4). In Zusammenhang mit der 
Resorbierbarkeit der untersuchten Materialien ist besonders der Einfluss der 
Calciumphosphatbeschichtung bzw. Calciumphosphatfüllung auf die Osteoklastenaktivität 
interessant und könnte in nachfolgenden in vitro Untersuchungen zum einen einzeln betrachtet 
und zum anderen in Kombination mit Osteoblasten in Co-Kultur untersucht werden. Die 
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigen einen nur sehr geringen Einfluss der Zellen 
(Osteoblasten/ hMSC) auf die Korrosion der verschieden bioaktivierten Eisenschäume. Durch 
aktive Resorption der Calciumphosphatphase durch Osteoklasten könnte das 
Korrosionsverhalten der Eisenschäume stärker beeinflusst und die Korrosionsgeschwindigkeit 
und damit die Resorbierbarkeit des gesamten Schaumes (Fe-Schaum incl. CPP-Beschichtung 
bzw. -Füllung) erhöht werden. 
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Ein für die Knochenheilung ebenfalls wichtiger Prozess ist die Bildung neuer Blutgefäße – die 
Angiogenese. Neben einer Vielzahl von diversen Wachstumsfaktoren spielt dabei vor allem der 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der 
Angiogenese [Ferrara et Davis-Smyth 1997]. Wie in 4.2.4.1 dargestellt, bewirkt die durch die 
Eisenkorrosion bedingte Erniedrigung der Sauerstoffsättigung in der Lösung eine erhöhte 
Bildung und Freisetzung von VEGF durch die Osteoblasten. In diesem Zusammenhang stellt 
die Tubebildung durch Endothelzellen in Co-Kultur mit Osteoblasten/Stammzellen auf den 
bioaktivierten Eisenschäumen eine weitere interessante Untersuchung dar.  
Schlussendlich wären Triple-Kulturen aus Osteoblasten, Osteoklasten und Endothelzellen eine 
weitere interessante Herausforderung, um der in vivo Situation noch näher zu kommen. 
Das erfolgreiche Einwachsen der verschieden bioaktivierten Eisenschäume in vivo ist darüber 
hinaus auch von der Reaktion des Immunsystems abhängig. In diesem Zusammenhang spielen 
die im Körper omnipräsenten Makrophagen eine entscheidende Rolle für Erfolg oder Misserfolg 
der Einheilung und Vaskularisierung des implantierten Materials [Bartneck et al. 2012]. 
Während die M1-Makrophagen Entzündungsreaktionen auslösen und so zur Einkapselung des 
Implantats führen können [Valentin et al. 2006], wirken M2-Makrophagen anti-inflammatorisch 
und die Angiogenese fördernd [Bartneck et al. 2012]. Durch die Bildung extrazellulärer Matrix 
tragen sie entscheidend zur Neubildung von Gewebe bei [Martinez et al. 2008, Bartneck et al. 
2010]. Makrophagen entstammen wie Osteoklasten den hämatopoetischen Stammzellen und 
entwickeln sich in Abhängigkeit vom Umgebungsmilieu aus Monozyten zum jeweiligen Zelltyp 
und Phenotyp (M1- und M2-Makrophagen). Um die mögliche Polarisationsrichtung der 
Makrophagen in vivo für die in der vorliegenden Arbeit getesteten Eisenschäume ein Stück 
voraussagen zu können, ist im Zusammenhang mit den vorgeschlagenen Osteoklasten-
Monokulturen bzw. Osteoblasten/Osteoklasten-Co-Kulturen die Untersuchung auf M1- bzw. M2-
Makrophagen Oberflächenantigene und die Sekretion von pro- und anti-inflammatorischen 
Zytokinen eine weitere interessante Aufgabenstellung für folgende Arbeiten. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 
ACP  amorphes Calciumphosphat 
ACTB  ß-Actin 
Asc  Ascorbinsäure 
ALP  alkalische Phosphatase 
BGLAP bone gamma-carboxyglutamate protein (Osteocalcin) 
BMP2  bone morphogenetic protein 2 
BSA  bovine serum albumine (Rinderserumalbumin) 
bzw.  beziehungsweise 
CDHA  Calcium-defizitärer Hydroxylapatit 
COL  Kollagen 
CPC  Calciumphosphat-Zement 
DCDHF-DA 2´-7´Dichlorodihydro-fluorescein-diacetat 
DCPA  Dicalciumphosphat-Anhydrat 
DCPM  Dicalciumphosphat-Dihydrat 
deion.  deionisiert 
DMEM  Dulbecco´s modified Eagle´s medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonucleinsäure 
DSMZ  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
EDTA  Etyhlendiamintetraacetat-Dinatriumsalz 
EtOH  Ethanol 
FA  Fluorapatit 
FAD  Flavin-Adenin-Dinukleotid 
FBS  Fetal Bovine Serum (Fetales Kälberserum) 
Fe  unmodifizierter Eisenschaum 
Fe-B  mit Brushit beschichteter Eisenschaum 
Fe-HA  mit Hydroxylapatit beschichteter Eisenschaum 
Fe+MgCPC mit MgCPC gefüllter Eisenschaum 
Fe+1P CPC Eisenschaum gefüllt mit Ein-Pasten-Calciumphosphatzement 
FTH  ferritin, heavy polypeptide 
FTL  ferritin, light polypeptide 
FTM  ferritin mitochondrial 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphat-dehydrogenase 
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G6PD  Glucose-6-phosphat-dehydrogenase 
GPX  Glutathion-Peroxidase 
GSH  Glutathion (reduzierte Form) 
GSR  Glutahion-Reduktase 
GSS  Glutathion-Synthetase 
GSSG  Glutathion (oxidierte Form) 
HA  Hydroxylapatit 
hMSC  humane mesenchymale Stammzellen 
HRP  horseradish peroxidase (Meerettichperoxidase) 
IBSP  integrin-binding sialoprotein 
IFAM  Institut für Fertigungstechnik und Angewandte Materialforschung 
IKTS  Institut für Keramische Technologien und System 
KAT  Katalase 
LDH  Lactatdehydrogenase 
MCPA  Monocalciumphosphat-Anhydrat 
MCPM  Monocalciumphosphat-Monohydrat 
MeOH  Methanol 
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
OCP  Octacalciumphosphat 
OD  optische Dichte 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
RNA  Ribonucleinsäure 
ROS  reactive oxygen species; reaktive Sauerstoffspezies 
RPL13A ribosomal protein L13a 
RT  Raumtemperatur 
SaOs  human osteogenic sarcoma 
SOD  Superoxiddismutase 
TCP  Tricalciumphosphat 
TF  Transferrin 
TFR2  Transferrin Rezeptor 2 
TFCR  Transferrin Rezeptor (p90, CD71) 
TTCP  Tetracalciumphosphat 
ü.N.  über Nacht 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
ZE  Zellkultureinsatz 
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